








Uber die Reaktionsfihigkeit des Keratins 
der Schafwolle. 
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Die moderne EiweifBforschung hat durch die Bearbeitung von 
Tumor- und Fermentproteinen und den Proteinfasern auf natiirlicher 
und synthetischer Basis neue Impulse erhalten. Eine solehe Entwicklung 
muBte die noch vorhandenen Liicken auf diesem wichtigen Arbeits- 
gebiet biochemischer Forschung aufzeigen und rechtfertigte die oft 
miihsame Kleinarbeit friiherer Jahrzehnte. Heute wissen wir, dab 
Untersuchungen tiber Zusammensetzung und Aufbau einfacher Eiwei8- 
stoffe fiir eine gedeihliche Vorwartsentwicklung der gesamten Protein- 
forschung unerlaBlich sind. Dies gilt auch fiir die groBe Klasse der 
Geriisteiweibstoffe. . 


Die Bearbeitung des Keratins der Schafwolle, die mit der vorliegenden 
Untersuchung begonnen wird, hat auf eine Reihe von besonderen 
Umstanden Riicksicht zu nehmen. Die GeriisteiweiBstoffe heben sich 
als Sonderklasse durch spezifische Eigenschaften scharf von den iibrigen 
Eiweifstoffen ab und bauen in der Schafwolle ein Faserprotein mit 
seinen bekannten, ausgezeichneten textiltechnologischen Eigenschaften 
auf. Bei der Untersuchung der Schafwolle in chemischer Hinsicht sind 
daher die sich um die beiden Begriffe Keratin und Faseraufbau grup- 
pierenden Fragestellungen zu beriicksichtigen. Es kommt ferner hinzu, 
daB dieses Arbeitsgebiet auch eine hohe praktische Bedeutung besitzt 
und die wissenschaftlichen Probleme mitunter fast unlésbar mit den 
mannigfaltigen Veredelungsprozessen verkniipft sind, denen die Schaf- 
wolle bei ihrer Verarbeitung in der Textilindustrie unterworfen wird. 
Bei Faserstoffen sollen zur Beantwortung anfallender Fragen auch 
mechanisch-technische Untersuchungsmethoden herangezogen werden. 
Es sei hier jedoch ausdriicklich betont, daB in der vorliegenden Arbeit, 
bedingt durch aiuBere Griinde, rein chemische Gesichtspunkte und damit 
die Reaktionsfihigkeit des die Faser aufbauenden Grundstoffs im 
Vordergrund stehen. In dieser Richtung sind iiberdies unsere Kenntnisse 
tiber Schafwolle trotz zahlreicher Beobachtungen noch recht liickenhaft 
und unsicher. Erst in den letzten Jahren beginnt sich hier aus Griinden, 
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270 A. Schéberl u. P. Rambacher: 


die noch zu erléutern sein werden, eine Wandlung anzubahnen. Diese 


Entwicklung ist zu begriiBen, handelt es sich doch bei der Schafwolle 


um einen Rohstoff von hoher wirtschaftlicher Bedeutung. 


Bekanntlich weist die Wollfaser gegeniiber den iibrigen Naturfasern 
einen recht komplizierten, jedoch héchst sinnreichen histologischen Bau 
auf!, der mit die Grundlage fiir ihre Giite als Faserstoff und ihre Eigenart 
im textilchemischen Verhalten abgibt. Wenn man von einer Reaktions- 
fahigkeit der Wollfaser spricht, so ist es klar, da8 dabei dieser Faseraufbau 
nicht unberiicksichtigt bleiben darf. Es kommt noch hinzu, da nach den 
heutigen Ansichten, die wir allerdings nicht in allen Fallen als hinreichend 
experimentell gestiitzt ansehen méchten, die Wollfaser in ihren Aufbau- 
elementen chemisch nicht einheitlich zusammengesetzt sein soll*. In der 
Hauptsache wird die Wollfaser aufgebaut von der schiitzenden Schuppen- 
schicht, die die 4uBere Umhiillung darstellt, und der den eigentlichen Faser- 
kern bildenden Rindenschicht, die selbst wiederum aus langgestreckten, 
durch eine Kittsubstanz miteinander verklebten Fibrillen besteht. So bietet 
also schon der Faseraufbau mehrere Angriffsméglichkeiten. Vor allem wire 
hier die Frage zu entscheiden, ob in der Reaktionsfahigkeit von Schuppen- 
oder Rindenschicht Unterschiede vorhanden sind. 

Die Keratine unterscheiden sich von den iibrigen Eiweifstoffen 
durch ihre Unléslichkeit und ihre Resistenz gegeniiber fermentativen 
Einwirkungen. Man kann auch die Schafwolle nur unter vdlliger und 
irreversibler Zerst6érung des Faseraufbaues und unter tiefgreifenden 
strukturellen Veranderungen, von denen noch die Rede sein wird, in 
Lésung bringen. Aber gerade die Reaktionen an der Faseroberfliche 
sind es, die im Zusammenhang mit Schddigungen der Wollfaser und der 
damit verbundenen EinbuBe an wertvollen Eigenschaften wissenschaft- 
lich und technisch interessieren. Sucht man nach Méglichkeiten fiir 
Umsetzungen, so ist in erster Linie auf den hohen Schwefelgehalt der 
Schafwolle hinzuweisen, der sehr eng mit vielen Eigenschaften dieser 
Faser verkniipft ist und zu einem wesentlichen Teil ihre Eigenart 
bedingt. Es ist unméglich, im Rahmen dieser experimentellen Arbeit 
die zahlreichen in dieser Richtung erschienenen Untersuchungen iiber 
Schafwolle auch nur auszugsweise zu besprechen3, Jedoch muB erwahnt 
werden, daB gerade auf diesem Gebiet mitunter eine betrachtliche Ver- 
wirrung anzutreffen ist, die in Anbetracht der Bedeutung der Arbeits- 
richtung fiir die Schafwolle zu beaauern und auf Grund der Forschungs- 
ergebnisse der letzten Zeit nicht mehr zu rechtfertigen ist. Um eine 
Klarung der Verhiltnisse haben sich die Arbeitskreise um Astbury’, 


1 Vgl. H. Reumuth, Klepzigs Textilzeitschr. 42, 352, 495, 538, 1939. 
— ? Vgl. S. R. Trotman, E. R. Trotman, R. W. Sutton, J. Soc. Chem. 
Ind. 45, 20. T., 1926; Barker, King, Biochem. J. 25, 1077, 1931; HZ. Clayton, 
J. Soc. Dyers and Colour. 52, 86, 1936. — * Vgl. Literaturzusammen- 
stellung in Klepzigs Textilzeitschr. 42, 369, 1939. — ‘4 Koll.-Zeitschr. 83, 
130, 1938. 
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Harris! und Speakman? Verdienste erworben. Auch fiir die Woll- 
veredelungsvorgange in der Industrie ist zu fordern, mebr als bisher die 
Eigentiimlichkeiten in dem Verhalten der Wollproteine zu_beriick- 
sichtigen, wie dies z. B. in den Bemiihungen von Eléd und Mitarbeitern’ 
um eine Abanderung der Waschverfahren und Farbemethoden fiir Wolle 
zum Ausdruck kommt. 


Der Schwefel liegt in ungeschddigter Wolle fast ausschlieBlich als 
Cystin, also in der Disulfid (SS)-Bindung vor, waihrend der Methionin- 
gehalt von vollig untergeordneter Bedeutung ist*. Diese SS-Bindungen 
nun sind es, die einerseits die bemerkenswerte Stabilitat, andererseits 
aber auch spezifische Reaktionsméglichkeiten bedingen, die man auch 
bei einer ganzen Reihe von anderen schwefelhaltigen Naturstoffen 
beobachten kann und die der eine von uns kiirzlich an anderer Stelle 
ausfiithrlich diskutierte®. Die zahlreichen SS-Bindungen spielen gerade 
bei Wolle eine ausgesprochene Doppelrolle. Nach den réntgenographi- 
schen Untersuchungen von Asthury (l.c.) verkniipfen sie in Form von 
Querverbindungen nach Art eines Rostes die langen, parallel zur Faser- 
achse angeordneten Peptidketten und dieser Vernetzung der Haupt- 
valenzketten untereinander wird die Hauptursache fiir die Festigkeit 
und Elastizitaét der Wollfaser zugeschrieben. Auf der anderen Seite 
aber kénnen diese SS-Bindungen der Grund fiir eine Reihe be- 
merkenswerter Wollschadigungen sein, die in der Textilindustrie z. B. 
bei den technischen Prozessen der Wésche, der Walke, des Féirbens 
und der Bleiche auftreten und oft eine wesentliche Beeintrichtigung 
der guten Fasereigenschaften herbeifiihren. So ist also bei Unter- 
suchungen an Schafwolle, die Fragen des Schwefel- und Cystin- 
gehalts in den Vordergrund stellen, die einseitige Betrachtungsweise 
durchaus berechtigt. Es werden damit auch ganz allgemein unsere 
Kenntnisse von anderen Naturstoffen, wie Haaren, Federn und 
Hufen, deren Baustoffe ebenfalls Keratine sind und denen infolge 
ihrer chemischen und physikalischen Widerstandsfahigkeit besondere 
Aufgaben am lebenden Organismus zukommen, bereichert. Diese 
Ausfiihrungen mégen geniigen, um Arbeitsmethodik und Zielsetzung 
der mit der voriiegenden Veréffentlichung begonnenen Untersuchungs- 
reihe anzudeuten. 


1 J. Res. Nat. Bur. Standards 15, 63, 1935; 16, 301, 475, 1936; 18, 623, 
1937; 19, 535, 1937: 20, 555, 559, 563, 1938; 22, 535, 1939. 2 J. Text. 
Inst. 27, 231, 1936; Soc. Dyers and Colourists 52, 335, 380, 1936; 53, 236, 
1937; 54, 141, 159, 19388; Trans. Farad. Soc. 38, 844, 1937. — * Vgl. 
Melliand Textilber. 20, 57, 211, 1939; H.G. Meyer, ebenda, 8. 355. 

4 J. Barritt, Biochem. J. 28, 1, 1934. 5 4. Schéberl, Angew. Chem. 58, 
227, 1940. 
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A. Schéberl u. P. Rambacher : 


I. Die Reaktionsfihigkeit der Disulfidbindung. 


Bereits vor vier Jahren hat der eine von uns in einem Vortrag! iibe: 
die ersten, gemeinsam mit J. Sextl durchgefiihrten Versuche an Schaf. 
wolle berichtet und die Art der Fragestellung im Rahmen eines gréBeren 
Arbeitsprogramms entwickelt. Die inzwischen erzielten Ergebnisse. 
die in mehrfacher Hinsicht aufschluBreich sind und zur Chemie des 
Keratins einen Beitrag liefern, rechtfertigen den dort eingenommenen 
Standpunkt. Ihren Ausgang nahmen die Versuche an Schafwolle von 
dem eingehenden Studium der Reaktionsfahigkeit der SS-Bindung 
in Disulfiden verschiedener Struktur, welche durch die hydrolytische 
Aufsprengung jener Bindung durch Alkali oder Wasser bedingt war. 
Wie bei jenen Disulfiden spaltet Alkali bekanntlich auch aus Schafwolle 
H,S ab, eine Reaktion, welche die Grundlage fiir die Schwefelbleiprobe 
auf EiweiBstoffe abgibt. Der Chemismus der Aufspaltung der SS- 
Bindung durch Alkali und Wasser ist von Schdberl und Mitarbeitern? 
in einer Reihe von Untersuchungen weitgehend geklart worden, so da} 
nun auch bei dem verwickelten Aufbau des Keratins der Schafwolle 
Aussicht auf eine richtige Deutung mannigfaltiger Erscheinungen be- 
stand, die bisher falsch oder unklar in der Literatur diskutiert wurden. 
Wahrend zunachst Reaktionen an einfachen Disulfidcarbonsduren das 
Grundsiatzliche abzuleiten gestatteten, brachte vor allem die Bearbeitung 
von Cystin, Cystinpeptiden (Glutathion) und cyclischen Cystinderivaten 
(Cystinhydantoin, Dialanyl-cystin-dianhydrid) fiir die Deutung ge- 
wisser Sekundarreaktionen weitere Aufklarungen. Auch in der Schaf- 
wolle ist nach unseren heutigen Vorstellungen das Cystin peptidartig 
eingebaut und gehért durch Vermittlung seiner SS-Bindung zwei 
Hauptvalenzketten an. Auf Grund unserer Modellversuche hat man 
bei der Einwirkung von Alkalien und Wasser auf Wolle die hy- 
dtolytische Aufsprengung der SS-Bindung nach Gleichung (1) an- 
zunehmen : 


CO _apz ‘ . 1qz7_- CO- -CO \ 
{1) -N H> © H-C H,-S-S-C H,-C H<y H- oe HO H > _N H>e H-C H,-S H 
-CO 
+ “xq >C H-CH,-S OH. 


Charakteristisch fiir diese Umsetzung ist die Ausbildung von 
SH- und SOH-Gruppen, die die funktionellen Gruppen fiir Thiol« 
und Sulfensdiuren darstellen. Die Versuchsergebnisse zeigen weiterhin, 
daB sich an diese Primirreaktion eine Reihe von Folgereaktionen an- 


1 A. Schoberl, Collegium 1986, 8.412. — * Letzte Mitteilung A. Scho- 
berl u. P. Rambacher, Liebigs Ann, 588, 84, 1939; vgl. auch A. Schéberl, 
Angew. Chem. 53, 227, 1940. 
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schlieBen kénnen, von denen die wichtigsten und uns zunachst in- 
teressierenden in den Gleichungen (2) bis (6) zusammengestellt sind; 


—CO . . . COX x : . 
(2) “yp>CH-—CH,—SOH—» _yy>CH-CHO + 4,5, , 
—CO _a ; : —OO. ‘ i 
(3) “jpo>CH-CH,-SOH—>» ~y},>CH—CH,OH +§, 
(4) 2 R-CH,—SOH — R-—CH,—SH + R—CH,—S0O,H, 
(6) 3 R—CH,—SOH —» 2 R—CH,-—SH + R—CH,—SO, H, 
(R = —CO—CH—NH~—) 


(6) —C9>CH-CH,-SH > —09>C=CH, + H,8. 


Man erkennt, da® fiir die Umwandlung der die SOH- und SH- 
Gruppen tragenden Molekiilteile mehrere Méglichkeiten bestehen, die 
bei Abspaltung von H,S oder elementarem Schwefel [(2), (3) und (6)] zur 
Entstehung von CHO- oder CH,OH-Gruppen oder zur Bildung von 
Doppelbindungen fiihren. Auf der anderen Seite wurde die Annahme 
gemacht, daB unter Verbleib des Schwefels im Molekiilverband durch 
intramolekulare Disproportionierung Sulfin- und Sulfonsduregruppen 
[(4) und (5)] ausgebildet werden. Es wiirde hier zu weit fiihren, diese Um- 
wandlungen, deren experimentelle Bearbeitung teilweise noch aussteht, 
im einzelnen zu behandeln; es muf vielmehr auf die friiheren Arbeiten 
hingewiesen werden. Jedoch ist hervorzuheben, daB die Bildung von 
SH-Gruppen und nicht die Abspaltung von H,S das charakteristische 
Kennzeichen einer hydrolytischen Aufsprengung der SS-Bindung dar- 
stellt und daB die Ursache der H,.S-Abspaltung in der Instabilitat der 
CH,SOH-Gruppen oder der des Thiols zu suchen ist. Dies sei gegeniiber 
Auswertungen unserer Ergebnisse durch andere Arbeitskreise besonders 
betont. Auftreten von SH- und CHO-Gruppen und Chemismus der 
H,S-Abspaltung, das sind die wesentlichsten Gesichtspunkte, denen 
man auch bei der Einwirkung von Alkalien und Wasser auf Schafwolle 
nachzugehen hat. Trotzdem iiber die leichte Angreifbarkeit von Wolle 
durch diese Mittel im Laufe der Jahrzehnte ein betrachtliches Tat- 
sachenmaterial angehauft wurde, hat doch erst diese Betrachtungsweise 
zu einer Klarung der verwickelten Reaktionen und zu neuen Vor- 
stellungen und Fragestellungen gefiihrt. Ein uraltes Problem erscheint 
so auf Grund der Modellversuche in neuem Licht. 


Il. Der Schwefel- und Cystingehalt roher Schafwolle. 

Es erscheint zunachst notwendig, in bezug auf den Schwefel- und 
Cystingehalt der Wolle einige allgemeine Gesichtspunkte zu erértern, 
auf die gelegentlich zu wenig geachtet wird. Von einer Konstanz des 
Schwefel- und Cystingehalts von Schafwolle verschiedener Herkunft, 
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wie dies von Marston! gefordert wird, kann nicht die Rede sein. Viel. 
mehr bestehen fiir die Schwankungen des Gesamtschwefelgehalts, der 
sich im allgemeinen um 3 bis 4% bewegt, eine Reihe von Ursachen. 
Es ist zweckmaBig, hier zwischen inneren und auBeren Einfliissen zu 
unterscheiden, wie dies Larose und Tweedie? getan haben. Markhaltige 
Wollfasern enthalten weniger Schwefel als markfreie, da der Schwefel- 
gehalt der Markzellen nur sehr gering ist3. Daneben zahlen zu den 
inneren Einfliissen vor allem noch Schafrasse, Zusammensetzung der 
Nahrung und Art der Ernahrung. 

Das gewachsene Wollhaar nun erleidet durch eine Reihe von auBeren 
Einfliissen eine Verminderung seines Schwefelgehalts in oft betracht- 
lichem Umfang. Hier haben wir den Hauptgrund fiir die vielfach beob- 
achteten starken Schwankungen4, die ausschlieBlich auf die Labilitit 
der SS-Bindungen in der Faser zuriickgefiihrt werden miissen und die 
auch bei den in dieser Arbeit untersuchten Wollproben zu beobachten 
waren. Feuchtigkeit, Warme, Licht und Luft kénnen eine Verringerung 
des Schwefelgehalts verursachen und der jeweils ermittelte Schwefel- 
gehalt der Schafwolle ist als die Resultante eines vielseitigen Zusammen- 
spiels dieser Umweltsfaktoren anzusehen. Man erkennt vor allem, dai 
auch die Haltung der Tiere von wesentlichem EinfluB ist. So ist es 
verstandlich, daB nicht nur von Tier zu Tier, sondern auch bei dem 
gleichen Tier je nach Herkunft der Wolle Unterschiede im Schwefel- 
gehalt zu beobachten sind. Unter Beriicksichtigung dieser Gesichts- 
punkte sind die von uns untersuchten Wollsorten in Bauch- und Riicken- 
wolle unterteilt worden. Interessant ist, daB nach Beobachtungen von 
verschiedener Seite sogar der Schwefelgehalt lings der Wollfaser nicht 
der gleiche ist; die Faserwurzeln erwiesen sich als schwefelreicher als 
die Faserspitzen®. In diesem Zusammenhang mu die starke Verrin- 
gerung des Schwefelgehalts durch Belichtung besonders erwahnt 
werden®, Auch zwischen Feinheit der Wolle und Schwefelgehalt scheint 
eine Beziehung zu bestehen, insofern namlich im allgemeinen die feineren 
Wollsorten mehr Schwefel enthalten. Jedoch kénnen hier erbliche, 
Ernahrungs- und Umweltseinfliisse die Zusammenhange tiberdecken. 


' Commonwealth of Australia Council f. Scient. and Ind. Res. Bull. 
1928, Nr. 38, Ref. Chem. Zentralbl. 1929, IT, S. 507. — 2 Canad. J. Res. 
15, Sect. B, 65, 1937. — 8 A. T. King, Trans. Farad. Soc. 29, 258, 1933. 
— 4Vgl. A. T. King, J. Text. Inst. 25, P 33, 1934; R. T. Mease, J. Res. 
Nat. Bur. Standards 18, 617, 1934; J. Barritt, A. T. King, J. Text. 
Inst. 17, T 386, 1926. — 5 Vgl. P. Larose, A. S. Tweedie, Canad. J. Res. 
15, Sect. B, 124, 1937; P. R. Mc Mahon, J. P. Speakman, Trans. Farad. 
Soc. 33, 844, 1937; M. Harris, H. A. Rutherford, J. Res. Nat. Bur. of 
Standards 22, 535, 1939. — *° M. Harris u. Mitarbeiter, Text. Res. 10, 17, 1939: 
J. Res. Nat. Bur. of Standards 20, 563, 1938; J. Barritt, A. T. King, J. Text. 
Inst. 20, T 151, 1929; Larose u. Tweedie, 1.c.; Me Mahon u. Speakman, }. c. 
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Da in ungeschadigter Wolle fast der gesamte Schwefel als 
Cystin vorliegt, muB selbstverstindlich auch der Cystingehalt starken 
Schwankungen unterworfen sein. Hier kommt aber noch ein Gesichts- 
punkt hinzu, der im Verlauf der Ausfiihrungen eingehend behandelt 
wird. Durch die Umweltseinfliisse kann naimlich der Cystingehalt in 
viel starkerem MaBe als der Schwefelgehalt abnehmen und es ist in den 
meisten Fallen gar nicht zu erwarten, daB die Cystin- und Schwefelwerte 
miteinander iibereinstimmen. Dies heiBt aber, daB durch die Einwirkung 
von Feuchtigkeit, Warme, Licht und Luft neue Bindungsarten des 
Schwefels aus den SS-Bindungen hervorgehen, die keine Verringerung 
des Gesamtschwefelgehalts zu bedingen brauchen. Nur die Abspaltung 
von H.S oder elementarem Schwefel kann zu einem Absinken des 
Schwefelgehalts fiihren. Bei den acht von uns untersuchten Wollsorten 
stellte der Cystinschwefel zwischen 68 und 100° des Gesamtschwefels 
dar und betrug im Mittel 83° dieses Wertes. Unter diesen Umstianden 
kann daher mittels Cystinbestimmungen die Frage nicht entschieden 
werden, ob die in der herkémmlichen Weise vom Tier gewonnene Roh- 
wolle nur Cystinschwefel enthalt, wie dies von Rimington! versucht 
wurde, ja es hat sogar wenig Sinn, eine solche Frage tiberhaupt aufzu- 
werfen. Jedenfalls tritt die durch die SS-Bindung bedingte Reaktions- 
fahigkeit der Wollfaser schon auf dem Tier in Erscheinung. 


III. Siurehydrolyse von Schafwolle. 


Da das Cystin am Aufbau der Wollfaser wesentlich mitbeteiligt 
ist, interessierte im Zusammenhang mit der Frage seines Einbaues, die 
wir noch nicht fiir geklart halten, 
die Geschwindigkeit seiner Ab- 
spaltung aus dem Verband der 
ibrigen Aminosaéuren. Kochende 
Sauren spalten wie bei anderen 
EiweiBstoffen auch beim Keratin 
der Schafwolle die Peptidbin- 
dungen nur verhaltnismaBig lang- | _Cystin 
sam auf, wenngleich die Faser- | | 
struktur dabei auch schon sehr é LE SS, ST aa 
bald verloren geht. Nach 2 Stun- Abb. 1. Siéurehydrolyse von Schafwolle. 
den war immerhin bereits rund 
die Halfte der Peptidbindungen aufgebrochen und nach 10 bis 12 Stunden 
war die Hydrolyse praktisch beendet. Als nun der Verlauf solcher 
Saurehydrolysen auch durch colorimetrische Bestimmungen von Cystin 

















1 Biochem. J. 28, 41, 1929. 
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mittels Phosphorwolframsaure! verfolgt wurde, zeigte es sich, daf 
unabhangig von der Aufspaltung der Peptidbindungen konstante 
Cystinwerte anfielen, wie dies aus Abb.1 hervorgeht?. Dies besagt. 
da wenigstens die ersten Werte keine eigentlichen Cystinwerte dar- 
stellen, sondern auf die Erfassung cystinhaltiger Bruchstiicke in den 
Hydrolysaten hinauslaufen und infolgedessen S S-Aquivalente repriisen- 
tieren. Weitere Aussagen kénnen in diesem Zusammenhang nur durch 
Cystinbestimmungen nach der Methode von Sullivan®, die fiir freies 
Cystin spezifisch ist, erzielt werden*. Fiir Cystinbestimmungen an 
EiweiSstoffen ist das Ergebnis insofern von Interesse, als die bisher 
stets empfohlenen Hydrolysierzeiten nicht nur unnétig, sondern sogar 
infolge teilweiser Zerstérung des Cystins schadlich sind®. Auch bei 
Edestin und Albumin waren die gleichen Erscheinungen zu beobachten. 


[V. Einwirkung von Alkalien auf Schafwolle. 


Im Verlaufe ihrer Verarbeitung kommt Schafwolle mit alkalischen 
Lésungen in Beriihrung und es ist eine alte Erfahrungstatsache, dal 
dabei unter Verlust mitunter erheblicher Mengen von H,S starke Faser- 
schadigungen auftreten kénnen®. So stellt bereits die in der Technik 
iibliche Sodawasche der Rohwolle an die Faser erhebliche Anforderungen. 
Die schon durch verdiinnte Alkalien auf der Faseroberfliche verursachten 
Veranderungen sind bekanntlich unter dem Mikroskop gut zu beob- 
achten’. Wir bemiihten uns den einwandfreien Beweis dafiir zu er- 
bringen, da auch am Keratin der Schafwolle der Angriff des Alkalis 
auf die vielen SS-Bindungen in der gleichen Weise wie bei den einfachen 
Disulfiden, vor allem bei den Cystinderivaten, erfolgt. Aus verschiedenen 
Griinden muBte hier mit besonderer Sorgfalt vorgegangen werden und 
nur die Erfahrungen an den Cystinderivaten lieBen uns auch bei diesem 
kamplizierten Disulfid zum Ziel gelangen. Zwei einander entgegen- 
gesetzt sich auswirkende Gesichtspunkte brachten bei der Schafwolle 
Schwierigkeiten. Einesteils ist bei der heterogenen Reaktion auf einer 
kompliziert aufgebauten Faseroberfliche der Zutritt des Alkalis er- 


1 A. Schdberl, P. Rambacher, diese Zeitschr. 295, 377, 1938. — ® Schon 
kurz nachdem das Keratin in Lésung gegangen ist, lassen sich solche Be- 
stimmungen durchfiihren. Nur hat man in solchen Fallen dann noch von 
Niederschlagen abzuzentrifugieren, die beim Zusatz der Phosphorwolfram- 
sdurelésung entstehen. — * Vgl. M. Harris, A. L. Smith, J. Res. Nat. Bur. 
of Standards 18, 632, 1937. — * Vgl. C. Rimington, Biochem. J. 238, 41, 
726, 1929. — 5 Vgl. A. Schéberl, M. Fischer, diese Zeitschr. 802, 310, 1939. 
— * Vgl. M. Harris, J. Res. Nat. Bur. of Standards 15, 63, 1935. - 
7 Vgl. K. Grafe, in ,,Handbuch der Gerbereichemie u. Lederfabrikation* 
Bd. 1/2, 8. 363, Wien 1938. Anmerkung bei der Korrektur: Vgl. auch 
die schénen Abbildungen in der soeben erschienenen Arbeit von Rewmuth 
in Melliand Textilber. 21, 388, 1940. 
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schwert, wahrend andererseits gerade bei dem Keratin mit besonders 
leicht eintretenden Sekundarreaktionen, die den primaren Angriff auf 
die SS-Bindungen iiberdecken, zu rechnen war. Man kann zwar be- 
kanntlich Schafwolle mit siedender Natronlauge in wenigen Minuten in 
Lésung bringen, aber es lat sich dann nur di¢ Abspaltung einer er- 
heblichen Menge von H,S konstatieren!. Dies besagt jedoch, wie wir 
heute wissen, fiir den Chemismus der Reaktion nicht viel. In erster 
Linie bemiihten wir uns um den exakten Nachweis und die quantitative 
Bestimmung der bei der hydrolytischen Aufspaltung der SS-Bindung 
zu erwartenden SH-Gruppen. Dies ist einwand frei gelungen. Man kommt 
zum Ziel, wenn man Natronlauge, natiirlich unter vélligem AusschluB 
von Luftsauerstoff, bei verhaltnismaBig tiefer Temperatur (30 oder 50°) 
auf Schafwolle einwirken ]a8t, wobei die Faserstruktur vor allem bei den 
kurzen Reaktionszeiten keinerlei éuBerliche Veranderung erleidet. 
Nach der Alkalieinwirkung wurde mit Saure durchhydrolysiert und nun 
lag, nachdem durch den Saéurezusatz auch der abgespaltene H,S quanti- 
tativ aus dem Reaktionssystem entfernt war, in den Hydrolysaten 
freies Cystein vor, das als Traiger der entstandenen SH-Gruppen dann 
leicht quantitativ ermittelt werden konnte. Schon bei 36° hatten sich 
z. B. bei 2stiindiger Einwirkung von n-Natronlauge 8,3% Cystein ge- 
bildet. Diese Cysteinausbeute lieB sich nicht wesentlich tiber 10% 
erhéhen; sie betrug bei unseren Versuchen maximal /2,/°,. Die Griinde 
hierfiir wurden oben bereits angedeutet. Vor allem glauben wir an- 
nehmen zu diirfen, daB das SH-Protein im Sinne von Gleichung (6) 
unter H,S-Abspaltung zerstért wird. Die H,S-Ausbeute iibersteigt 
jedenfalls auch bei den gewahlten gelinden Reaktionsbedingungen die 
Cysteinausbeute stets. AufschluBreich ist, daB dabei immer der gréBte 
Teil der SS-Bindungen zerstért war, so daB schon aus diesem Grunde 
mit einer wesentlichen Erhéhung der Cysteinmenge nicht mehr zu 
rechnen war. Die quantitative Erfassung des im Versuch eingesetzten 
Schwefels in Form von SH-, SS-Gruppen und H,S JaBt deutlich er- 
kennen, daB noch andere Schwefelformen anwesend sein miissen. 


Es erfordert dies, sich mit der Méglichkeit der Entstehung von 
—CH,—SOH-Gruppen nach Gleichung (1) und des Zerfalls oder der 
Umwandlung dieser Sulfensiurereste auseinanderzusetzen. Die an- 
gestellten Versuche kénnen direkt hieriiber keine Auskunft geben. 
Nach den Ergebnissen unserer friiheren Modellversuche halten wir Um- 
setzungen nach den Gleichungen (2), (3), (4) und (5) fiir méglich. Elemen- 
tarer Schwefel, der nach Gleichung (3) gebildet werden soll, trat bei 


1 So lésen sich z. B. etwa 9g Wolle schon nach 10 Min. in 400 cem 0,5 n 
NaOH in der Siedehitze und beim Ansaéuern mit Eisessig werden 37 %, des 
Cystin-S als H,S abgespalten (A. Schéberl, Collegium 1936, 8. 412). 
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diesen Spaltungen auf. Hervorzuheben ist, da Umsetzungen nach den 
Hleichungen (4) und (5) zur Bildung von Sulfin- und Sulfonsdureresten 
fiihren kénnen. Dies lauft auf eine Uberfiihrung des Disulfidschwefels 
der Wolle in eine héher oxydierte Form hinaus. Analytisch lassen sich 
diese Vorstellungen iiberpriifen, jedoch muBten wir einstweilen von 
diesen ziemlich miihevollen Versuchen absehen. Die Entstehung von 
CH O-Gruppen auf der Wollfaser wird im nachsten Abschnitt behandelt. 
Wiirden sich bei der Einwirkung von Natronlauge auf Wolle nur die 
Gleichungen (1) und (6) abspielen, dann ware folgende Schwefelbilanz 
aufzustellen; (Cysteinausbeute in % + H.,S-Ausbeute in %) +2 + noch 
f 100°%. Da dieser Wert aber, wie 
Tabelle XII zeigt, nur etwa um 70°, liegt, miissen Nebenreaktionen das 
Bild triiben, die wahrscheinlich auf die Reaktionsfahigkeit der SH- 
Gruppen und wohl auch von H.S in dem alkalischen Milieu zuriick- 
zufiihren sind. 


0 
vorhandene Cystinmenge in © 


Bei den Reaktionen trat auch NH,-Abspaltung auf, die mit der 
Erhéhung der Reaktionsdauer stark zunahm und mengenmaBig in 
keine Beziehung zur SH- und H,S-Ausbeute zu setzen war. Macht man 
die Annahme, da dieses NH, aus den Cystinresten stammt, so setzt 
dies eine Sprengung der Peptidkette unter Hydrolyse von Peptid- 
bindungen voraus. Aber es ist fraglich, ob ein so weitgehender SchluB 
gezogen werden darf, da dann nach 10stiindiger Einwirkung der Natron- 
lauge bei 50° schon tiber 80% der Cystinreste hatten freigelegt sein 
miissen. Wir halten es daher fiir méglich, daB das NH, auch anderen 
Resten des Keratins entstammt. 


Die von uns an den Modelldisulfiden abgeleiteten einfachen Beziehungen 
sind von den Textilchemikern sofort aufgegriffen worden, bevor noch unsere 
eigenen Arbeiten iiber das Verhalten der Cystinderivate abgeschlossen 
waren. Die Grundidee von der hydrolytischen Aufspaltbarkeit der SS-Bin- 
dungen der Schafwolle hat das Interesse an der Aufklarung des Alkalli- 
angriffs erneut geweckt und gab zu vielen neuen Versuchen Anla8. Vor allem 
sind hier die Arbeiten von Harris und Mitarbeitern! zu erwahnen. Auch 
Harris stellt die auBerordentliche Reaktionsbereitschaft der SS-Bindungen 
der Wolle gegeniiber sehr verdiinnten Laugen klar heraus. Die Aufarbeitung 
seiner Versuchsansitze ist eine andere wie die unsrige, jedoch ist aus seinen 
Ergebnissen ebenfalls gut zu erkennen, wie stark der Cystingehalt absinkt 
und der Gesamtschwefelgehalt nach langerer Einwirkungszeit einem kon- 
stanten Wert zustrebt. Aher Harris nimmt an, daf der auftretende H,S 
ausschlieBlich aus der Sulfensiuregruppe stammt und rechnet das SH-Pro- 
tein zu den gegen Alkali stabilen Schwefelverbindungen. Im Gegensatz zu 
uns gelang es Harris und Crowder nicht, in den salzsauren Hydrolysaten be- 
handelter Wollen SH-Gruppen nachzuweisen. Nur ihre Wollfasern gaben 
mit Nitroprussidnatrium eine Rotfarbung. Sie fiihren dies darauf zuriick, 


1 M. Harris, J. A. Crowder, J. Res. Nat. Bur. of Standards 16, 475, 
1936; M. Harris, H. A. Rutherford, ebenda 22, 535, 1939. 
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daB die SH-Gruppen sich mit Aldehydgruppen, die nach Gleichung (2) 
aus den Sulfenséureresten entstehen kénnen, unter Thioacetalbildung um- 
setzen. Man mag eine solche Reaktion fiir méglich halten, der Thiolnach- 
weis gelingt jedoch bei unserer Versuchsanordnung einwandfrei!. AufschluB- 
reich sind ferner die Untersuchungen von Harris und Rutherford iiber das 
Basenbindungsvermégen von Schafwolle, aus denen hervorgeht, daB schon 
bei 0 bis 2° durch die leicht eintretende Hydrolyse der SS-Bindungen ein 
zi hoher Alkaliverbrauch durch die Absaéttigung von SH-Gruppen vor- 
getauscht wird. Mit zunehmender Dauer der Alkalibehandlung steigt auch 
das scheinbare Basenbindungsvermégen und Wolle kann deshalb mit 
alkalischen Lésungen nicht ins Gleichgewicht kommen. Es steht fest, daB 
durch die Aufsprengung der SS-Bindungen saure Gruppen auf der Wollfaser 
ausgebildet werden. 


V. Die Behandlung von Schafwolle mit heiBem Wasser. 


Wie bei der Alkalieinwirkung ist auch bei der Einwirkung von 
heiBem Wasser und Wasserdampf, denen die Schafwolle mitunter 
gehérig ausgesetzt wird, die Kenntnis der Reaktionsbereitschaft des 
Keratins von erheblichem praktischen und theoretischen Interesse. 


Denn auch hier sind merkwiirdige Faserschadigungen die Folge. Der 
Zusammenhang mit den im vorhergehenden Abschnitt besprochenen 
Versuchen ergab sich dadurch, daB sich in den Modellversuchen gezeigt 
hatte, daB die Hydrolyse der SS-Bindung nicht auf alkalische Lésungen 
beschrankt ist. Auch in neutralen und sogar sauren Lésungen kann 
diese Reaktion, wenn auch langsamer, eintreten2. Zudem fehlten auch 
auf diesem Gebiet systematische Untersuchungen vollig. In der Arbeit 
von Gelmo und Suida® aus dem Jahre 1906 wird nur die Abspaltung 
von H.S8 und das Inlésunggehen peptonartiger, organischer Substanzen 
berichtet* und die Untersuchung von Clayton® kann nicht als ein Fort- 
schritt in dieser Richtung betrachtet werden. Auf die wichtigen Unter- 
suchungen von Speakman wird noch zuriickgekommen. 

Erwartet man im allgemeinen durch Einwirkung von heiBem Wasser 
auf EiweiBstoffe keine tiefgreifenden, strukturellen Verainderungen, so ist 
das bei Schafwolle keineswegs der Fall. Bei der bekannten Empfindlichkeit 
des Wollkeratins gegen Warme® ist die Gegenwart von Wasser von wesent- 
lichem Einflu8. In den Dauerversuchen kam es uns bei peinlichstem Aus- 
schlu8 von Sauerstoff ? auf eine méglichst quantitative Erfassung des Gesamt- 
vorgangs und vor allem des Schicksals des Wollschwefels an. Manche 
unserer Versuche sind zweifellos, verglichen mit entsprechenden Verfahren 
der Textilindustrie, iibertrieben. Aber sie waren notwendig, um auch die 
Anfangsstadien der Reaktion klar hervortreten und iibersehen zu lassen. 


1 Vgl. Vortragsberichte des einen von uns (Angew. Chem. 51, 402, 1938; 
52, 370, 1939). — * A. Schéberl u. H. Braun, Liebigs Ann. 542, 274, 1939. 
— 3% Monatsh. 27, 225, 1906. — 4 Vgl. auch R. Werner, Angew. Chem. 
49, 382, 1936. — ° J. Soc. Dyers and Colourists 52, 86, 1936. — ® Vgl. 
K. Stirm u. L. Rouette, Melliand Textilber. 16, 4, 1935. — 7 Die An- 
wesenheit von O, macht alle Schliisse unsicher ! 
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Denn es mu8 immerhin als ein merkwiirdiger Zustand bezeichnet werden, 
daB fiir die schon seit langer Zeit bekannte Bildung der sog. ,,Wollgelatine* 
beim Kochen von Wolle in wasserigen Lésungen bis jetzt keine verniinftige 
Erklarung gegeben werden konnte. 

Bei dieser Wassereinwirkung werden ebenfalls, wenn auch sehr 
langsam, die SS-Bindungen hydrolytisch aufgesprengt. Die Sekundar- 
reaktionen brauchen aber deswegen nicht gleichfalls langsam zu ver. 
laufen und es ist anzunehmen, daB entstehende, reaktionsfahige Gruppen. 
wie SH- oder CH,—SOH-Gruppen, verhiltnismaBig rasch weiter- 
reagieren. Kocht man Schafwolle 24 Stunden lang mit Wasser 

unter geeigneten Bedingungen, so 

emootsi | | | | |i gelingt auch hier der Nachweis 
x—« NH, der SH-Gruppen (Tabelle XII). 
Re RR Wee HE cet eS Da dabei der H,S quantitativ 
ausgetrieben wird, kann durch 
ihn keine St6rung dieses Ergeb- 
nisses, etwa durch Reduktions- 
wirkung, verursacht werden. Ne- 
| ben der H,S- und NHg,-Ab- 
WW 120 60 200 240 280 %20 360 W00 WO V0 520 spaltung muBten der in Lésung 
ep gehende Keratinanteil und die 














Abb. 2. Abspaltung von H,S und NH, beim 


Kochen von Schatwolle mit Wasser. zuriickbleibende Faser analyt isch 


untersucht werden. 

Beim Kochen von Wolle mit Wasser werden, wie Abb. 2 zeigt, 
H,S und NH, kontinuierlich abgegeben, und wenn man das N Hg auf 
den Cystinstickstoff bezieht, gewinnt man den Eindruck, daB die Abgabe 
der beiden Gase in etwa dquivalenten Mengen erfolgt. Hieraus kénnte, 
vor allem auch mit den Erfahrungen an Cystinderivaten, die Annahme 
abgeleitet werden, da die H,S-Abspaltung infolge empfindlicher 
Stérung der Bindungsfestigkeiten vielleicht iiber die Ausbildung der 
Aldehydgruppen hinweg auch die Absprengung des Cystinstickstoffs 
als N Hg auslést, was zwangslaufig zu einem Aufbrechen der Peptidketten 
fiihren miiBte. Jedoch halten wir auf Grund der vorliegenden Versuche 
wie bei der Alkalieinwirkung diese Frage, der beziiglich des Cystin- 
einbaues in das Fasergefiige erhebliche Bedeutung zukommt, noch nicht 
fiir geklart. Man kann hier an die Brenztraubensaéurebildung aus Cystin 
erinnern, wobei ja auch der Cystinstickstoff als NH, abgegeben wird}. 
Sollte es sich erweisen, daB zwischen H,S- und NH,-Abspaltung gar 
kein direkter Zusammenhang besteht, so kénnten z. B. Saureamid- 
gruppen der Wolle als Ursache der NH,-Bildung angesehen werden. 
Festzuhalten ist, daB man in 21 Tagen rund 75 % des Gesamtschwefels 


1 A, Schoberl u. Th. Hornung, Liebigs Ann. 534, 210, 1938. 
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als HoS abspalten kann. Hand in Hand damit gehen tiefgreifende Ver- 
anderungen an der Wollfaser. 

Schwefel- und Cystinbestimmungen an der mit Wasser behandelten 
Schafwolle zeigen sofort die Reaktionsfahigkeit des Keratins an, wahrend 
die Bestimmung des Sticastoffs nichts erkennen liBt (Tabelle XIII). 
Der Gesamtschwefelgehalt sinkt in den ersten Tagen der Wasser- 
einwirkung nur recht langsam (in 4 Tagen von 3,34% auf 2,98°%), 
wahrend der Cystingehalt, wie besonders auch aus Abb. 3 hervorgeht, 
gerade in der ersten Zeit eine starke Verringerung erfahrt. Nach 24 Stunden 
beobachteten wir einen Abfall des Cystingehalts von 11,48 °% auf 7,91 %, 
so daf der Cystinschwefel nur mehr 
63 4 des Gesamtschwefels ausmachte. % 
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Etwa nach 48 Stunden aber findet 
dieser starke Cystinabfall sein Ende. 
Ohne Zweifel kommt diesen auffalligen 
Verdinderungen am Cystingehalt der 
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Abb. 4. Einzelfaserfestigkeit Abb. 5. Einzelfaserbruchdehnung 
(trocken) von gekochter Schafwolle. (trocken) von gekochter Schafwolle. 


vom 2. Tag an nur noch um 50% 
Man ist also wohl berechtigt, von starken Veranderungen auf der 
Wollfaser zu sprechen. Die dann noch durch weiteres Kochen zu be- 
obachtende H,S-Abspaltung ist unspezifisch und durch den Zerfall 
von SH- und SOH-Protein zu erklaren. Der Vergleich von Gesamt- 
schwefel und Cystinschwefel vermittelt eine Ubersicht tiber neue, aus 
den SS-Bindungen hervorgehende Schwefelformen. DaB diesen Beob- 


des Gesamtschwefels als Cystin vor. 
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achtungen Bedeutung fiir die technologischen Eigenschaften der Woll- 
faser zukommt, zeigt besonders eindringlich die Ermittlung von Festig 
keit und Bruchdehnung der gekochten Wollfasern (Abb. 4 und 5). 

Es ist wohl nicht zu leugnen, daB die Ergebnisse ziemlich klar 
den direkten Zusammenhang zwischen der starken Abnahme von Faser- 
festigkeit und -bruchdehnung und dem Absinken des Cystingehalts 
erkennen lassen. Wenn einmal die SS-Bindungen als die wichtigsten 
strukturellen Komponenten des Faseraufbaues aufgebrochen sind, 
dann setzt eine rasche Verschlechterung der Fasereigenschaften ein. 
Die Peptidketten allein vermégen den besonderen Faseraufbau der Wolle 
nicht aufrechtzuerhalten. Damit glauben wir die wesentlichsten Ge- 
sichtspunkte bei der Schadigung von Wolle durch heiBes Wasser oder 
Wasserdampf geklart zu haben. 

Im Laufe der Zeit gehen beim Kochen von Schafwolle in Wasser 
betrachtliche Mengen der Wollsubstanz in Lésung. Die analytische 
Untersuchung dieser Anteile gestattet hier interessante Aussagen 
(vgl. Tabelle XIII). In den ersten Tagen lésten sich Anteile, die einen 
sehr hohen Gesamtschwefelgehalt besaBen (nach 24 Stunden z. B. 
2,97 °% 8). Dies besagt wiederum, daB der Gesamtschwefel allein fiir 
die Wollfaser an sich gar nichts zu bedeuten hat. Es kommt nur auf die 
Bindungsart an. Die Cystinbestimmungen lieBen nimlich erkennen, daB 
nur rund ein Drittel des Gesamtschwefels in den ersten Tagen der Wasser- 
einwirkung als Disulfidschwefel vorliegt. In welcher Form in solchen 
Produkten die Hauptmenge des Schwefels vorhanden ist, kénnen wir 
jetzt noch nicht entscheiden. Viel fiir sich hat die Annahme, daB er in 
Sulfen-, Sulfin- oder Sulfonséureresten gebunden ist, und daB die Er- 
héhung der Zahl saurer Gruppen im Wollkeratin mit die Léslichkeit 
in Wasser bedingt. Vergleicht man bei den Einzelversuchen die wasser- 
unléslichen und wasserléslichen Keratinanteile miteinander, so_be- 
obachtet man, daB stets im wasserléslichen Teil am wenigsten Cystin- 
schwefel vorhanden ist. Jedoch wird auch der Gesamtschwefelgehalt 
der Wollgelatine durch das Kochen mit Wasser langsam verringert, 
was aber wenigstens in der Hauptsache nicht auf Kosten des Cystin- 
schwefels zu gehen. scheint. Wie es sich hierbei mit der Abspaltung 
von HS aus dem SH- oder SOH-Protein verhilt, ist nicht ohne weiteres 
zu sagen. Jedenfalls besitzt die Wollgelatine, deren hochmolekularen 
Charakter wir noch durch ihre fermentative Verdaubarkeit mit Trypsin 
erwiesen, besondere strukturelle Eigentiimlichkeiten. Unsere Ergebnisse 
weisen eindeutig nach, daB die Bildung der Wollgelatine mit der hydro- 
lytischen Aufsprengung von SS-Bindungen ursichlich in Zusammen- 
hang steht. 

In einer Reihe ausfiihrlicher Arbeiten iiber die Reaktionsfahigkeit 
des Schwefels in tierischen Fasern haben sich Speakman und Mitarbeiter 
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in der letzten Zeit ebenfalls eingehend mit der Einwirkung von heibem 
Wasser oder Wasserdampf auf die SS-Bindungen der Schafwolle be- 
schaftigt1. In diesen Untersuchungen drehte es sich aber ausschlieBlich 
um die Deutung héchst merkwiirdiger und praktisch wichtiger Dehnungs- 
und Kontraktionserscheinungen von Wollfasern, deren elastische Eigen- 
schaften sich z. B. durch die Einwirkung von Wasserdampf grundlegend 
andern kénnen. Dieser Zielsetzung entsprechend zog Speakman im 
allgemeinen nur physikalische Methoden zum Nachweis der Verande- 
rungen am Faseraufbau heran und schloB hieraus zuriick auf die 
Reaktionsfihigkeit der SS-Bindungen mit Wasser oder anderen Rea- 
gentien. Um starkere Eingriffe war es Speakman dabei tiberhaupt nicht 
zutun. Nach Speakman sind die S S-Bindungen besonders in gestrecktem 
Zustand leicht hydrolytisch aufzuspalten. Als Folge dieser Hydrolyse 
werden Dehnung und Kontraktion der Wollfasern ausschlieBlich ent- 
weder durch Fixierung der Peptidketten durch neue Seitenketten oder 
durch erhéhte Faltung der Peptidketten infolge des Wegfalles der 
SS-Briicken erklart. Als neue Querverbindungen an Stelle der SS-Bin- 
dungen wurden vor allem --S--NH- und —CH=N-Gruppen? an- 
genommen, die man sich durch Umsetzungen zwischen SOH- und 
CHO-Gruppen mit NH,-Gruppen auf der Faser entstanden dachte. 


Fiir den Chemismus der Schwefelabspaltung aus Wolle kommt 
auch dem Nachweis des Auftretens von Aldehydgruppen auf der Faser 
Bedeutung zu [vgl. Gleichung (2)]. Mit der Méglichkeit der Bildung von 
Aldehydgruppen muBte gerechnet werden, als die Isolierung von Aldehyd- 
und Ketoséuren bei der Einwirkung von Natronlauge auf Disulfide ge- 
lungen war’. Der eine von uns hat daher schon vor vier Jahren die inten- 
sive Gelbfarbung, die beim Kochen von Wolle mit p-H ydrazinobenzoesdure 
erzielt wird, als H ydrazonbildung auf der Faser gedeutet*. Die Bedeutung 
dieses Befundes liegt darin, daB damit unter Umstanden eine neue 
Moglichkeit der Fixierung von Farbstoffen auf Schafwolle gegeben ist. 
Crowder und Harris® konnten iibrigens CHO-Gruppen auf alkali- 
behandelten Wollfasern auch mit fuchsinschwefliger Saure nachweisen 
und damit einen neuen Beweis fiir unsere Ansicht erbringen. Ohne 
unsere schon lingere Zeit zuriickliegenden Versuche iiberhaupt zu er- 
wahnen, haben nun kiirzlich Speakman und Mitarbeiter erneut CH O- 
Gruppen in geschadigter Schafwolle durch Kondensation mit Aldehyd- 
reagentien und zwar mit Semicarbazid und p-Bromphenyl-hydrazin 


1 Nature 132, 930, 1933; 188, 327, 1936; J. Text. Inst. 27, 231, 1936; 
Soe. of Dyers and Colourists 52, 335, 1936; 53, 236, 1937. — * Philipps, 
Nature 138, 121, 1936. — #*% A. Schéberl, H. Eck, Liebigs Ann. 522, 97, 
1936. — 4 Collegium 1936, S. 412. 5 Soc. of Dyers and Colourists 54, 
141, 1938. 
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nachgewiesen. Aus verschiedenen Griinden halten wir weitere Versuche 
tiber das Vorkommen von CH O-Gruppen auf Wollfasern fiir notwendig 
Entsprechende Versuche méchten wir uns ausdriicklich vorbehalten. 


VI. Nachweis von Schidigungen an Schafwolle. 


Die intensive Beschaftigung mit dem Schwefelgehalt der Schafwolle 
hat auch ein praktisch verwertbares Ergebnis gezeitigt. Die Woll 
industrie benédtigt z. B. zur Uberpriifung der verschiedenen Veredelungs. 
verfahren einwandfreie Methoden zum Nachweis von Schadigungen an 
Wollfasern. Die fiir die Technik wichtigsten Methoden sind ausschlief- 
lich solche physikalischer Natur, wihrend die rein chemischen Methoden 
obwohl eine ganze Reihe bekannt ist, in ihrer Bedeutung stark zuriick- 
treten, da sie im allgemeinen nur auf schwerere Faserschadigungen 
geniigend ansprechen und feinere Unterschiede nicht erkennen lassen. 
Bei der Entwicklung solcher chemischer Verfahren nahm man bisher 
zu wenig auf den Chemismus der Reaktionen, die zu einer Faserschadigung 
fiihren kénnen, Riicksicht und war in den meisten Fallen ganz empirisch 
vorgegangen. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit laBt sich 
eine einwandfreie chemische Methode zur Ermittlung von Schadigungen 
ableiten, die auf dem Vergleich zwischen Gesamtschwefel und Cystin- 
schwefel in den behandelten Wollfasern beruht. Da die meisten und 
praktisch wichtigsten Schadigungen am Wollschwefel ansetzen, ist auch 
der allgemeinen Brauchbarkeit des Verfahrens Rechnung getragen. 
Zwar hat man fiir diesen Zweck gelegentlich schon das Absinken des 
Gesamtschwefelgehalts benutzt. Aber dieses Kriterium geniigt eben 
nicht und laBt nur starke Schaédigungen erkennen. Es sei nochmals 
betont, da bei geringeren Schadigungen sich der Gesamtschwefel 
iiberhaupt nicht zu andern braucht, der Cystingehalt sich aber trotzdem 
yerringert. Die neue Methode stellt nun die Bestimmung dieser beiden 
Schwefelformen voran und ermittelt also letzten Endes denjenigen 
Anteil von SS-Bindungen, der bei irgendeiner Behandlung der Faser 
zerstért wird. Wenn man dann den Cystinschwefel in Prozenten des 
Gesamtschwefels ausdriickt und diesen Wert von 100% abzieht, so 
erhalt man eine GréBe, die die Anzahl der gelésten SS-Bindungen 
angibt. Wir wollen sie als Schddigungsgrad bezeichnen und haben damit 
eine zahlenmaBige Festlegung der Schadigung auf Grund einer chemischen 
Methode. Im Idealfall sollte sich bei dieser Berechnungsweise der 
Gesamtschwefel iiberhaupt nicht andern. Im allgemeinen wird man 
jedoch stets ein geringes Absinken feststellen, aber dies beeintrachtigt 
die Anwendbarkeit des Verfahrens nicht. Theoretisch kann die maximale 
Schadigung 50°, nicht iibersteigen. Wenn im wesentlichen nur Cystin- 
umwandlungen in der Wollfaser erfolgen, dann liegt eine einwandfreie 
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Grundlage fiir den neuen Schadigungsnachweis vor. Die Methode, die 
also auf eine Ermittlung der Schwefelbilanz hinauslauft und in gleicher 
Weise auch auf andere tierische Haare anwendbar ist, hat sich in einigen 
Fallen aus der Praxis recht gut bewahrt. Nétig ist nur, daB man die 
Gesichtspunkte beriicksichtigt, die im 

2. Abschnitt iiber die natiirlichen Ver- O%s B% dystn-s 
anderungen im Schwefel- und Cystin- he r] a 
gehalt roher Schafwolle auseinander- ” | |e 45 42% 
gesetzt wurden. 

Schon bei den im vorhergehenden 
Abschnitt besprochenen Wollproben, die 
mit Wasser gekocht und damit stark ge- 3 
schadigt wurden, vermittelt der Schadi- 
gungsgrad ein klares Bild (vgl. Ta- 
belle XIIT), das in Abb. 6 iibersichtlich 
zum Ausdruck kommt. Der Unterschied in der Héhe der Saulen fiir 
Gesamtschwefel und Cystinschwefel stellt jeweils den Schadigungsgrad 
in Prozenten dar. 
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Tage gekocht 

Abb. 6. 8-Bilanz von mit Wasser 
gekochter Schafwolle. 


Auch bei den von uns untersuchten, véllig unbehandelten Roh- 
wollen (siehe Tabelle I, 8. 288) kann die Ermittlung des Schadigungs- 
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Abb, 7. S-Bilanz von Rohwollen. 


grades sofort Auskunft iiber die Schidigungen geben, die bereits auf 
dem Tier eingetreten sind (Abb. 7). Es wiirde interessant sein, diese 
Méglichkeit der Untersuchung von Rohwolle zu gewissen Fragen der 
Schafhaltung heranzuziehen. 


SchlieBlich konnten mit Hilfe der vorliegenden Methode Verfahren 
zur Enthaarung von Fellen, zur Gewinnung von Hautwolle und technische 
Waschver fahren fiir Rohwolle beziiglich ihres Einflusses auf das Fasergut 
iiberpriift werden. Es ist langst bekannt, daB gerade diese Prozesse die 
Fasereigenschaften mitunter erheblich verschlechtern. Die Schwefel- 
bilanzen, die in Abb. 8 zusammengestellt sind, lassen ohne weiteres die 
starken Veranderungen im Schwefelgehalt erkennen, die durch diese 
Verfahren ausgelést werden kénnen. 

Biochemische Zeitschrift Band 306. 20 
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Es ist bekannt, daB Schwédeverfahren zur Enthaarung von Fellen 
die schonendste Gewinnung von Haaren oder Hautwolle erméglichen!. 
In der Tat zeigte es sich, daB der Schadigungsgrad so abgetrennter 
Haare (3) bzw. Wolle (6) sich nicht von dem des unbehandelten Gutes 
(2 und 7) unterscheidet. Auf der anderen Seite kénnen die unzweck- 
maBigen Sulfiddscher, besonders wenn sie auch noch unsachgemaf 
geleitet werden, zu sehr starken Schadigungen fiihren (4). In solchen 
Fallen pflegt dann auch der Gesamtschwefelgehalt eine starke Ab- 
nahme zu erfahren?. Durch gewisse Enzymédscher kénnen_ bessere 


| iil 
' 
3 
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Ainderhaare Hautwolle Schurwolle 
Abb. 8. 8-Bilanz von Rinderhaaren und Schafwollen aus technischen Prozessen. 
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Resultate erzielt werden (1 und 5). Von groBer Bedeutung fiir die Woll- 
industrie ist die Uberpriifung der Waschverfahren fiir Rohwolle, die 
heutzutage zumeist noch mit alkalischen Mitteln arbeiten. Die Lésung 
des Problems der schonenden Wollwische, das bei einem so wert- 
vollen Rohstoff eine vordringliche Zukunftsaufgabe darstellt, ist nur 
zu erhoffen, wenn man iiber eine Methode verfiigt, die auch kleine 
Unterschiede in der Schadigung noch hinreichend genau zu erfassen 
gestattet. Wir waren in der Lage, an den Wollproben 9 bis 11 technische 
Waschverfahren tiberpriifen zu kénnen und fanden in diesem Fall bei 
der alkalischen Wasche (11) einen um 5% hoheren Schadigungsgrad 
als bei der sauren Wasche (10). Es ware gut, wenn man sich stets 
vor Augen halten wiirde, daB die itiblichen Waschverfahren eine doch 
recht betrachtliche Erhéhung der Rohwollschidigung verursachen 
kénnen. Mechanische Faseruntersuchungen3 an den Proben 9 bis 13 
lieBen keine Entscheidung mehr zu, weil die Fehlergrenze von Einzel- 
fasermessungen verhaltnismaBig groB ist. Jedoch gab die Bestimmung 
des sog. léslichen Stickstoffs nach O. Sauer die gleiche Reihenfolge 
der Schidigungsgrade, wie wir sie fanden. 

1 Vgl. E. Franz, M. Hardimann, Melliand Textilber. 15, 437, 1934. — 


* Die Haarproben | bis 4 entstammen dem gleichen Fell. — * Sie wurden 
von der Firma Leipziger Wollkdimmerei in Leipzig ausgefiihrt. 
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So hat sich das ,,Schwefelbilanz-Verfahren’’, wie wir den neuen 
Schadigungsnachweis fiir Schafwolle und Haare kurz bezeichnen 
méchten, bereits praktisch bewahrt. Es sei jedoch ausdriicklich betont, 
daB eine wesentliche Erweiterung des experimentellen Materials, die 
sich vor allem auf die Einbeziehung aller wichtigen Veredelungsprozesse 
bei der Schafwolleverarbeitung erstreckt, angestrebt werden mufB. Ent- 
sprechende Versuche sind geplant, kénnen aber vorerst aus auBeren 
Griinden nicht in dem gewiinschten Ausmaf durchgefiihrt werden. 
Auch der Vergleich mit anderen Methoden, besonders mit physikalischen 
Faseruntersuchungen, ist dringend erforderlich. Der Hauptvorteil des 
Schwefelbilanz-Verfahrens liegt darin begriindet, daB es auf Reaktionen 
am Keratin beruht, die durch viele Modellversuche gut iibersehbar sind. 
Sein Nachteil ist darin zu erblicken, daB es sich ausschlieBlich auf die 
Veranderungen an den SS-Bindungen bezieht. Dieser letzte Gesichts- 
punkt bedeutet aber keine wesentliche Einschrankung, da die wichtigsten 
Schadigungen der Wollfaser eng mit der Reaktionsfahigkeit der SS- 
Gruppen zusammenhangen. 

Die vorliegende Untersuchung soll die eingehende Bearbeitung 
des Aufbaues und der Zusammensetzung der Keratine einleiten. Das 
Studium der besonderen Reaktionsfahigkeit des Keratins der Schafwolle 
schien uns dazu Voraussetzung zu sein. Schon der Einbau vieler Cystin- 
reste, die diesen EiweiBtyp im wesentlichen pragen, machte dies not- 
wendig. Hierbei werden chemische Fragen genau so wie Stoffwechsel- 
vorgainge zu beriicksichtigen sein. 

Fir die Férderung unserer Arbeiten tiber Schafwolle méchten wir der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft in Berlin, der Firma Leipziger Woll- 
kaémmerei und der Firma Kammgarnspinnerei Stohr u. Co. in Leipzig er- 
gebenst danken. 

Beschreibung der Versuche'. 


1. Bestimmung von Schwefel und Cystin in Schafwolle. 
] y ] 


Die untersuchten Wollsorten, die simtlich von der Firma Leipziger 
Wollkimmeret in Leipzig® stammten, waren handelsiibliche Rohwollen, die 
keinerlei Vorbehandlung erfahren hatten und nach einer bereits mitgeteilten 
Vorschrift * griindlichst, aber sehr schonend gereinigt wurden. Die Ermitt- 
lung von Schwefel und Cystin an den sehr sorgfaltig gemischten Wollproben 
erfolgte nach den von uns ausgearbeiteten Methoden®, die sich in zahl- 
reichen Einzelbestimmungen gut bewahrten. 


Im Verlauf der Untersuchung gelangten folgende Wollsorten zur 
Verwendung: 


' Einzelheiten finden sich in der Dissertation von P. Rambacher, 
Wiirzburg 1939. — * Das Aussuchen geeigneter Sorten haben wir Herrn 
Dr. K.Grafe von dieser Firma zu verdanken. — * A. Schéberl, P. Ram- 
bacher, Klepzigs Textilzeitschr. 42, 369, 1939. 


20* 
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Tabelle I. 





Faserquer- 


schnitt in mu | Bezeichnung 


Herkunft Sortiment 





5a 
5b 
6a 
6b 


Neuseeland CI 
CI 
Buenos Aires CII 
CII 
Bauchwolle A/AA 8a 
Riickenwolle ei A/AA 8b 
Buenos Aires E 34— 36 10b 
‘i e A E 34—36 1llb 
Mischwolle Deutschland . 12 


Go Goon tn 


or 


st 


mre DO DO DO DO 
“1st sivsorcr 
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Ihre Analyse! auf S- und Cystingehalt zeigt Tabelle II: 


Tabelle II. 





Wolisorte : 5 5b 6a 8a 8b 10b 1lb 


S-Gehalt in % 2,96 | 329) 3,99 3,61 389! 3,59 2,90 
Cystingehalt in%... | 7,75 | 11,1 | 10,2 11,8 | 11,96 | 11,48 10,87 
Cystin-S in %...... 2,96 | 2,72; 8,16| 3,19} 3,06; 2,90 
Cystin-S in % des 

Gesamt-S 90 68 87 | 82 85 100 
Schadigung in % .. 10 32 18 | 18 15 0 


2. Geschwindigkeit der Sdéurehydrolyse von Schafwolle. 


Schafwolle wurde bei bekannter Luftfeuchtigkeit und Temperatur 
in einem Glasréhrchen abgewogen und aus diesem mit einem Glasstab in 
das Hydrolysierkélbchen (100-cem-Schliffkélbchen mit RiickfluBkiihler) 
gestoBen. Zu der Einwaage von rund 400 mg gab man 10 cem 6n-H,SO, 
und hydrolysierte bei einer Badtemperatur von 125° (Thermostat). Zu 
gewissen Zeiten wurden 0,5 cem Hydrolysat unter méglichster Vermeidung 
von Wasserverlust durch Verdunsten entnommen und in den Proben der 
gebildete NH,-N nach van Slyke in iiblicher Weise ermittelt. 


Zwei Ansitze ergaben folgende Werte? (Tabellen III und IV): 


Tabelle ITI. 





Zeit in Min. : 240 


NH,-N in % 57,5 72,0 82,0 


/O 


Tabelle IV. 





135 190 275 380 


NH,-N in 9 ’ 64,0 75,0 84,5 


/0 


' Die Analysen sind Mittelwerte aus einer Reihe von Bestimmungen. 
2 Der NH,-N ist in % des Gesamt-N angegeben. 
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Zur Vermeidung des Verdunstungsverlustes wahrend der Probe- 
entnahme wurde nun fiir jeden Einzelwert ein getrennter Ansatz durch- 
gefiihrt und in diesem neben der Bestimmung des NH,-N gleichzeitig 
auch die vorhandenen SS-Gruppen ermittelt. Die Bestimmung der 
SS-Gruppen erfolgte so, als ob fretes Cystin vorliegen wiirde, und die 
Menge dieser SS-Gruppen wurde durch Errechnung der aquivalenten 
Cystinmenge festgelegt. Dabei zeigten sich geringfiigige Schwan- 
kungen in den Cystinwerten, die auf die Uneinheitlichkeit des 
Materials zuriiekzufiihren waren, da _ verschiedene Wollsorten das 
gleiche Bild ergaben (Tabelle V): 


Tabelle V. 





Wollsorte Zeit in Std.: y 5 10 12 


77,9 79.0 82.0 87,0 

5a 7,90 7,62 793. 7,95 
v Hy 51, 71,5 77,0 78,6 81,6 

5b ' 113 112 10,6 10.6 


Um diesen Fehler zu umgehen, wurde das Hydrolysat, nachdem es 
in Lésung gegangen war (etwa nach | Stunde), auf 25 ccm verdiinnt 
und davon jeweils 5 ccm zur weiteren Hydrolyse verwandt. Tabelle VI 
enthalt diese Ergebnisse fiir Wollsorte 6a: 


Tabelle VI. 





Zeit in Std. : 2 6 3 10 12 


68,3 75,5 76,5 79,8 86,5 
9,96 9,84 10,04 10,2 10,2 10,4 


SchlieBlich wurde zu den nachfolgenden Versuchen das Hydrolysier- 
kélbchen mit einem seitlichen Tubus versehen, durch den das Hydrolysat 
in Zeitabstanden herausgenommen werden konnte. Ergebnisse fiir 
Wollsorte 5b in Tabelle VIL (vgl. auch Abb. 1). 


Tabelle VII. 





Zeit in Std. : P yore 8 10 12 14 


% NH,-N 42,2 | 564 66,5 | 73,5 | 80.5 82,0 82,0 
% Cystin 11,0 11,0 | 11,1 11,86 11.45 11,45 


Tabelle VIII enthalt die Cystinwerte fiir verschiedene Wollsorten 
in Abhangigkeit von der Hydrolysendauer: 
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Tabelle VIII. 





Wollsorte Zeit in Std.: 1 2 4 6 8 10 12 


5a % Cystin 7,83 | 7,92{ 801: 7,92] 7,92; 8,01} 7,92 
5b % pe 11,08 11,01 10,92 , 11,48 11,48 , 11,10 | 10,52 | 
5b , ms 10,2 | 10,2 ~ 10,9 — 10,55 | 10,9 
6a ae 10,2 | 10,2 | 10,3 | 10,3 | 10,3 | 10,3 | 103 
6b re 11,71 | 11,71 | 11,71 | 11,71 | 11,71 | 11,78 
8a és — / 11,60 | 11,50 | 11,62 | 12,0 11,6 | 11,62; 10,78 


Es wurden ferner noch Cystinbestimmungen in Hinzelansiitzen an 
einer sehr sorgfdltig gemischten Wolle durchgefiihrt (Wollsorte 11b). 
Die Einwaage betrug zwischen 130 und 300 mg. Ergebnisse in Tabelle 1X 
(Doppelbestimmungen) : 


Tabelle IX. 





fT] 


zeit in Sta.: | 1 | 2 4 “or ee 10 


% Cystin 10,90 | 10,84 10,79 11,11 10,81 | 11,20 
es 11,0 10.78 10.79 10.66 10,81 | 10.78 


Auch in Edestin und Albumin bestimmte man wie bei den Versuchen 
an Schafwolle die SS-Gruppen in Abhangigkeit von der Dauer der 
Hydrolyse mittels 6n-H,SO,. Tabelle X enthalt die Ergebnisse an 
Edestin, Tabelle XI jene an Albumin: 


Tabelle X. 





Zeit in Std. : 1 
% Cystin 


Tabelle XI. 





Zeit in Std. : 1 2 


% Cystin | 2,29 | 2,64 


3. Einwirkung von Natronlauge auf Schafwolle. 


Die Behandlung mit NaOH bei verhaltnismaBig niedriger Tem- 
peratur unter vélligem AusschluB von Sauerstoff erfolgte in der friiher 
angegebenen Spaltapparatur, die die Erzielung einwandfreier Resultate 
erméglichte!. Beziiglich der Durchfiihrung der Versuche sei ebenfalls 
auf die friihere Mitteilung verwiesen. In den Spaltansaétzen wurden 
NH, und H,S, ferner die gebildeten SH-Gruppen und die noch vor- 
handenen SS-Gruppen nach Durchhydrolyse der Wollhaare in saurer 
Lésung quantitativ bestimmt. Unter den hier ausgewahlten Bedin- 
gungen geht bei der Laugenbehandlung die Wolle nicht in Lésung. 


1 4, Schéberl u. P. Rambacher, Liebigs Ann, 588, 84, 1939. 
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Vielmehr setzte man nach der Einwirkung von 5 ccm luftfreier n-NaOH 
auf die eingewogene Wollmenge (diese bewegte sich zwischen 420 und 
570 mg) 5cem 12 n-H,SO, zu (die Séurekonzentration wurde dadurch 
6n) und hydrolysierte im Stickstoffstrom véllig durch. Cystein und 
Cystin, die Trager der SH- bzw. SS-Gruppen, wurden dabei in Freiheit 
gesetzt. In den Hydrolysaten, in denen stets elementarer Schwefel! 
vorhanden war, lieBen sich die entstandenen SH-Gruppen auch mit 
Nitroprussidngtrium stets glatt und eindeutig nachweisen. 

Es sei hier nochmals erwahnt, da®B bei der Einwirkung von Natronlauge 
auf Schafwolle auch andere reduzierende Substanzen neben den Thiolen 
entstehen. Ihre Ausschaltung bei der Bestimmung der SH-Gruppen er- 
folgte durch Ermittlung ihres Reduktionsaiquivalentes bei Anwesenheit 
von HgCl,. Uber die Natur solcher Verbindungen lassen sich bestimmte 
Vorstellungen entwickeln, wenn man die Reaktionsmdglichkeiten in Er- 
wagung zieht, die sich aus der Aufspaltung der SS-Bindungen unter Ab- 
spaltung von H,S und elementarem 8 und aus der Abspaltung von NH, 
ergeben. Jedoch hat es nicht viel Sinn, sich hieriiber ohne experimentelle 
Belege zu duBern, 

Zur Ermittlung des SH-Wertes dienten 2 bis 3 ccm der Substrat- 
lésung, zu der des SS-Wertes nur 0,5 bis 1 cem (Volumen der Substrat- 
lésung == 25 cem). Die ermittelte NH,-Menge wurde mit dem auf Grund 
des Cystingehalts errechneten Cystin-N in Beziehung gesetzt. H,S-, 
SH- und SS-Werte bezog man auf den urspriinglichen Cystingehalt der 
Wolle. Dieser betrug bei Wollsorte 11b 10,87°. Versuchsbedingungen 
und Ergebnisse sind in Tabelle XII verzeichnet (Wollsorte 11b): 





Tabelle XII. 


Temperatur : 


50° C 50° C 509 C 120° C * 


Behandlungsdauer in Std. : 05 2 5 10 y 24 


NH, in % d. Th. Spuren 82,0 2! - 
Sew Ok SG: FO. 5.5. 13,8 | 18,6 6,45 
Oo ee. 6,9 12,1 2,36 
SS in % d. Th. 26,5 é 12,75 y 71,6 
8-Bilanz in % 68 74 89 

* Behandlung mit Wasser. 


4. Einwirkung von heiBem Wasser auf Schafwolle. 

Der noch in Tabelle XII mit aufgenommene letzte Versuch stellt 
das Ergebnis der Einwirkung von Wasser auf Schafwolle in der Siede- 
hitze dar?. Die Apparatur war die gleiche wie bei den Alkaliversuchen, 

1 Die Bestimmung der Menge des elementaren S ware nicht uninteressant. 
Es st6Bt dies hier jedoch technisch auf Schwierigkeiten. — * Mittelwerte 
aus 2 Ansitzen. Besonders bei dieser Wassereinwirkung entstanden neben 
den Thiolen erhebliche Mengen von anderen reduzierenden Substanzen, so 
daB hohe Blindwerte zu beriicksichtigen waren. 
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ebenso die Aufarbeitung, und zwar wurden 655,8 bzw. 614,7 mg Wolle 
gekocht. Alle iibrigen Versuche tiber die Einwirkung von heiBem Wasser 
aber wurden in einer gréBeren Apparatur durchgefiihrt. 

Das ReaktionsgefaB, ein 1000-cem-Schliffkolben aus Jenaer Glas, 
befand sich in einem Thermostaten von 120° Badtemperatur (Glycerin als 
Badfliissigkeit). NH, und H,8, die sich gleichzeitig langsam abspalteten, 
fing man in 0,1 n-HCl bzw. Cadmiumacetatlésung auf. Eine Uberhitzung 
der Wollfasern durch Anliegen an der GefaiBwand wurde durch dauerndes 
Riihren vermieden, Sauerstoff peinlichst ausgeschlossen: Den Kiihler 
speiste man mit Wasser von 70 bis 80°, um das Hiniiberspiilen von NH, zu 
beschleunigen. 


Der Reaktionskolben trug einen dreiteiligen Schliffansatz, durch dessen 
mittleren Ansatz der Riihrer mit Quecksilberdichtung fiihrte. Der Riihrer 
war gleichzeitig als Einleitungsrohr ausgebildet. Am oberen Ende des 
Riickflu8kiihlers waren die beiden hintereinander geschalteten Vorlagen an- 
gebracht. In den Kiihlmantel tauchte ein Thermoregulator ein, mit dessen 
Hilfe iiber einen automatischen Ventilhahn dem vorgeheizten Kiihlwasser 
kaltes Wasser zur Konstanthaltung der Temperatur zugefiihrt werden 
konnte. Als indifferentes Gas diente Stickstoff, der durch Zumischen von 
Wasserstoff und Uberleiten iiber gliihendes Kupfer von Sauerstoffspuren 
gereinigt war. Der Kolben wurde durchschnittlich mit 10 bis 15 g Wolle 
und 500 cem Wasser beschickt. Nach 14tagiger Versuchsdauer wurde ein py 
von 5,4 gefunden. Gearbeitet wurde in maBig starkem Gasstrom (40 Blasen 
pro Minute). 


Die Wolle begann sich schon nach 1 Tag zu verfarben und war 
nach 2 Tagen deutlich gelb. Nach 14 Tagen zeigte sie braune Farbe 
und war kurzfaseriger und briichig geworden. Die Lésung war gelbbraun 
gefarbt. Nach Beendigung der Wassereinwirkung lieB man im Gasstrom 
erkalten, filtrierte die noch nicht in Lésung gegangenen Anteile ab und 
wusch diese griindlich mit Wasser aus. Lésung und Waschwasser 
wurden auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft. Es fielen gelb- 
braune Substanzen an, die fiir die Untersuchung scharf getrocknet 
wurden. Die Lésungen gaben mit Phosphorwolframsaure Fallungen 
und mit dem Phosphorwolframséurereagens zur Bestimmung von 
Cystein schwache Blaufarbungen. Neben der quantitativen Bestimmung 
von H,S und N H, wahrend des Kochens wurden von den nicht in Lésung 
gegangenen Wolleanteilen und vou dem gelésten Anteil des Wollkeratins 
Cystin-, S- und N-Gehalt ermittelt. Die Geschwindigkeit der Abspaltung 
von H,S und NHg aus Wolle 5a zeigt Abb. 1 (vgl. Tabelle XIII)!. 
Andere Wollsorten (5b, 8a und 11b) ergaben das gleiche Bild, so daB 
hier auf die Wiedergabe der Zahlen verzichtet werden kann. Neben den 
Ansatzen mit langer Versuchsdauer liefen an Wolle 10b Versuche mit 
einer Reaktionszeit von 1, 2, 3 und 4 Tagen, bei denen die anfallenden 


' Die abgespaltene NH,-Menge wurde hier jeweils auf den Cystin-N 
bezogen. 
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Produkte gleichfalls véllig durchanalysiert wurden. Die Ergebnisse 
finden sich in Tabelle XIII: 


Tabelle XII. 





Wollsorte : 5¢ 5b 8a lib 10b  10b 10b 
Versuchsdauer in Std. : 496 337 337 314 24 48 72 
Abgespaltener H,S in % ... 75,6 59,2 41,61 41,81 10,08 10,80 15,10 

i NH,in % ... 72,8 | 40,4 37,9 41,94 4,84 18,15 20,2 
Wasserunléslicher Anteil: 
N-Gehalt in % 14,7 14,8 |16,55 16,0 16,26 15,59 15,50 15,95 
S-Gehalt in % ... 2,17) 2,75; 2,63; 3,384) 3,31! 3,20 2,98 
Cystingehalt in % 4,43) 5,34 4,66 7,91 6,98 6,66 6,46 
Cystin-S in % 1,18} 1,42; 1,24} 2,11; 1,86! 1,77) 1,72 
Cystin-S in % des Gesamt-S 54} 562; 49; 63; 66 56 58 
Schadigung in % - 46} 48; 561; 37; 44) 46 42 
Wasserlislicher Anteil : 
N-Gehalt in % 15,85) 16,1 15,87 16,25 16,90 15,62 15,68 15,54 
8-Gehalt in % 0,94; 1,23) 1,40; 1,41) 2,97; 2,42; 2,49; 2,10 
Cystingehalt in % 2,32} 2,61) 2,32; 2,02, 3,20 3,26 3,36' 3,08 
Cystin-S in %. 0,62) 0,70 0,62 0,54 0,85 0,87 0,89 0,82 


/0 


Cystin-S in % des Gesamt-S | 66 57 44 38 285 36 36 39 


Verdauung des wasserléslichen Anteiles'. 

Der Verdauungsansatz enthielt in 100 cem: 0,9999 g Substanz (luft- 
trocken), 5% Trypsin auf Substanzeinwaage bezogen, 3 ccm 0,1 m KH, PO,- 
Lésung und 7 ccm 0,05m Boraxlésung. Mit Wasser wurde auf 100 ecm 
aufgefiillt. Das pq der Lésung betrug dann 8,4. Verdauungstemperatur 40°. 
Titrationsprobe 10 cem. Titriert wurde nach Willstdtter-Waldschmidt- Leitz 
mit 0,05 n alkoholischer NaOH. 


Der Verlauf der Verdauung geht aus Tabelle XIV hervor: 


Tabelle XIV. 





Reaktionsdauer in Std.: 0 2 4 6 


Verbrauch an 0,05n-NaOH ineem* 4,18 5,13 6,08 6,93 
Aciditatszuwachs in cem 0,05n-NaOH 0,95 | 1,90 | 2,75 


* Blindwert abgezogen. 


Untersuchung von mit Wasser gekochter Schafwolle auf Festigkeit 
und Dehnung. Die bei der Wasserbehandlung ungelést gebliebenen 
Wollfasern der Wollsorten 5a und 10b, deren analytische Daten die 
Tabelle XIII enthalt, sind auch auf ihre mechanischen Eigenschaften 
hin untersucht worden, und zwar wurden zur Charakterisierung Festig- 


! Die Verdauungsversuche fiihrte freundlicherweise Herr Dr. K. Rie- 
derle in der Firma Kammgarnspinnerei Stéhr u. Co. in Leipzig durch. 
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keit und Dehnung gemessen, Die Kammgarnspinnerei Stéhr u. Co. in 
Leipzig, die wir um Durchfiihrung der Untersuchungen baten!, iiber 
mittelte hieriiber folgende Angaben (vgl. Abb. 4 und 5): 


Tabelle XV. 





Einzelfaserfestigkeit ERinzelfaserbruchdehnung 


trocken naB 
u | %p 9/0 


Untersuchte Wolle T  Geogtcen naB 


Unbehandelt 41,7 54,5 
1 Tag behandelt .... : 25,1 37,2 
2 Tage ae é 20,0 27,8 
pares a ; 13,3 22,8 
’ fore hog 6, 12,2 18,3 


14 Festigkeit so gering, daB eine Messung nicht 


mdoglich. 


Zur Ermittlung der in Tabelle XV verzeichneten Werte dienten folgende 
Versuchsbedingungen: Priifgeriit: Deforden, relative Luftfeuchtigkeit des 
Priifraumes: 65°, Raumtemperatur: 22°, Einspannlinge: lem, Zerreib- 
dauer: etwa 20 Sek., Anzahl der Messungen: 30. Die Bestimmung der 
Festigkeit in lufttrockenem Zustand erfolgte nach Angleichung der Fasern an 
die Feuchtigkeit von 65° >, wahrend die Fasern zur Ermittlung der NaB- 
festigkeit in Wasser eingetaucht wurden, das in einem Liter 1 g Nekal BX 
enthielt. In allen Fallen sind die gemessenen Fasern vor dem ZerreiBen 
mikroskopisch auf gleichen Faserdurchmesser hin ausgelesen worden, und 
zwar betrug dieser Durchmesser durchweg 28 uw. 


5. Nachweis von Schddigungen an Haaren und Schafwolle. 


Die in verschiedener Weise von der Haut abgelésten Haare und 
Hautwollen 1 bis 8 waren Proben der Firma Byk-Guldenwerke in 
Oranienburg. Die Hautwollen 6 bis 8 entstammten einer ziemlich eng 
umgrenzten Stelle des Riickenteils eines deutschen Schaffelles. Sie 
wurden von uns ohne jede Vorbehandlung, natiirlich unter Beriick- 
sichtigung des Feuchtigkeits- und Aschegehalts durchanalysiert. In 
gleicher Weise geschah dies mit den Schafwollmustern 9 bis 13, die von 
der Firma Leipziger Wollkimmerei stammten, Diese Wollmuster ent- 
hielten laut Angabe des Laboratoriums dieser Firma die fiir gewaschene 
Wolle iiblichen Fettmengen vou 0,5 bis 1% und 1 bis 1,5°% Seife. Leider 
lag fiir die Muster 12 und 13 kein entsprechend schonend gewaschenes 
Rohwollmuster vor. Die an den Proben durchgefiihrten S-Bestimmungen 
sind in Tabelle XVI, die Cystinbestimmungen in Tabelle XVII zu- 
sammengestellt (vgl. auch Abb. 8). 


1 Fiir die wertvolle Unterstiitzung danken wir auch hier vielmals. 
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Tabelle XVI. 





Einwaage in mg 
ecm Ba-Acetat* 
mg § gefunden 
S-Gehalt in % 


Muster: || 1 2 3 4 


457,9 
7,28 
12,5 


2,74 


701,7 
8,83 

15,2 
2.16 


725,2 
13,26 
22,8 


3,15 


584,6 635.4 726,5 
8,3 9,83 11,79 
14,28 16,9 20,25 
2,44 2.66; 2,79 





Einwaage in mg 
cem Ba-Acetat * 
mg S gefunden 
8-Gehalt in % 


11 12 


687,7 
13,31 
22,9 


3,33 


871,0  829,8 
16,84 15,15 
29,0 26,1 

3,33 3,14 


* Verbrauch bei der Leitfihigkeitstitration (1 ccm = 1,72 mg §). 


Tabelle XVII. 





Einwaage in mg 


mg Cystin gefunden 


Cystin-S in % 
Schadigung in % 


Muster : 1 2 3 4 


455.6 
36,3 44,1 32,4 

2,74, 2,58 2,68 
13 6 7 


526,9 322,4 

24,0 
1,22 

43,5 


457,6 | 442,7 | 598.9 352,3 
33,6 | 42,4 | 59,9 
1,96 2,56} 2,69 


19,5 4 4,5 





Einwaage in mg 


mg Cystin gefunden 


Cystin-S in % 
Schadigung in % 


10 ll 12 13 


| 446,7 
44,7 
2,67 


20 


427,0 
43,8 
2,74 


13 


342,4 | 363,4 

37,2 37,5 
2.89 2,76 

12,5 17,5 


| 348,9 
36,0 


2,76 


| 283,5 

31,6 
2,96 
7.5 














Uber die chemische Zusammensetzung 
der menschlichen Bluteiwei®kérper. 
II. Mitteilung: 
Die Unterfraktionen der Plasmaproteine normaler Personen und nicht 
fiebernder Kranker. 
Von 
Péter Balint und Marianne Balint. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Erzsébet-Universitat in Pées.) 


(Eingegangen am 5, August 1940.) 


In einer vorangehenden Mitteilung (1) wurden die Analysenergeb- 
nisse von 4] menschlichen Sera mitgeteilt, die mittels Na,SO, frak- 
tioniert wurden und in welchen auBer dem Albumin /Globulin- Quotienten 
(im weiteren als A/G bezeichnet) der Tyrosin-, Tryptophan- und Cystin- 
gehalt der GesamtserumeiweiBkérper, sowie der Globuline und Albumine 
ermittelt wurden. Das Ziel dieser Untersuchungen war die Frage zu 
entscheiden, ob die Zusammensetzung der Globuline und Albumine 
hinsichtlich der drei genannten Aminosauren bei den verschiedenen A/G 
immer dieselbe sei, d. h. ob die Verschiebung des A/G stets mit einer che- 
mischen Verwandlung der EiweiBkérper verbunden sei, oder aber bloB 
eine physikalisch-chemische Verschiebung der Fallungsgrenzen bedeute. 
In dieser Hinsicht kamen wir zu einem positiven Ergebnis und konnten 
behaupten, daB die Verschiebung des A/G keinen EinfluB auf den Aufbau 
der Globuline und Albumine ausiibe. Trotz der betrdchtlichen Schwan- 
kungen der Einzelwerte stellten wir fest, daB im Globulin und Albumin 
die Mittelwerte des Aminoséuregehalts der in drei Gruppen geteilten 
Sera (A/G < 1,2; 1,2 bis 2,0 und > 2,0) gut tibereinstimmen. In der 
Zusammensetzung der GesamtserumeiweiBkérper konnten wir bei den 
verschiedenen Quotienten keine fehlerkritisch gesicherte Differenz 
finden und aus diesem Grunde halten wir es fiir verfeh!t, aus dem Amino- 
sduregehalt der GesamtserumeiweiBkérper Folgerungen auf den A/G 
zu ziehen. Die Einzelwerte der Bestimmungen zeigten aber Schwan- 
kungen, welche die Fehlergrenzen der Methoden weit iiberschritten. Zu 
ihrer Erklarung muBten wir annehmen, da entweder die chemische 
Zusammensetzung individuelle Variationen aufweist, wofiir aber keine 
GesetzmaBigkeiten zu finden waren, oder aber daB die Globuline und 
Albumine keine einheitlichen Eiwei8kérper darstellen, sondern  in- 
konstante Mischungen von Unterfraktionen an sich konstanter Zu- 
sammensetzung. 
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Um die gesamten im Blute kreisenden EiweiBk6érper zu erfassen, 
arbeiteten wir anstatt der Sera mit (durch Oxalat ungerinnbar ge- 
machtem) Blutplasma. Dasselbe wurde mittels Na ,SQ, in sechs 
Fraktionen aufgeteilt und die einzelnen Fraktionen auf Tvrosin, Trypto- 
phan, Cystin, Arginin und Histidin analysiert. 

Wiederum wurden einstweilen nur die Plasmaeiweibkérper von 
normalen Personen und von fieberfreien, chronischen Kranken unter- 
sucht, bei denen der Organismus sozusagen Zeit hatte, sich den neuen 
Verhaltnissen anzupassen und das neue BluteiweiBgleichgewicht schon 


eingetreten sein konnte. 


Experimenteller Teil. 


Das aus der Vene gewonnene Blut wurde in einem trockenen GefaB 
aufgefangen, sofort mit einer 20° igen Kaliumoxalatlésung versetzt und gut 
durechgeriihrt. Auf 10 ccm Blut gaben wir etwa 3 Tropfen der Oxalat- 
losung, das ist ungefahr das Dreifache der fiir die Calciumfallung errechneten 
Menge. Nach baldigstem Zentrifugieren wurde das 


stéchiometrischen 
Der Gesamt- 


Plasma abgesaugt und etwa 30 bis 50cem aufgearbeitet. 
eiweiBgehalt wurde nach Jendrassik und Polgar (2), der Reststickstoff nach 
Jendrassik und Cleghorn (3) genau nach der in unserer ersten Mitteilung (1) 
angegebenen Weise bestimmt. 

Zur Fallung der aufeinanderfolgenden EiweiBfraktionen verfuhren wir 
nach der von uns etwas abgedinderten Vorschrift von Howe (4). Wir be- 
nutzten eine 40°%ige Na,SO,-Lésung (400g Natrium sulfuricum siccum 
puriss. mit Wasser auf 1 Liter gelést), welche standig im Thermostaten bei 
37°C aufbewahrt wurde. 

Tabelle I. 





Erreichte 
Na, 8O,- aie Aus dem 
Darstellungsweise der Fraktion —- = Filtrat — Faktor 
9/9 Nr. ecm 
10cem Plasma + 26,5 cem 
Na,SO,-Lésung auf 100 cem 10,6 Fibrinogen [ 1 0,0200 
verdiinnt 
100 cem Filtrat I Lieaw . ; 
. - 13, hug 1 0,0222 
+ 10,9cem Na,SO,-Lésung | , Euglobulin I 
100 cem Filtrat II oP Pseudo- 
: es n 17, : I 2 0,0130 
+17,2cem Na,SO,-Lésung — | iA globulin I HI 
100 cem Filtrat III lo Pseudo- . 2 
“ae . 21,6 ‘ j 0,010¢ 
+ 22,2cem Na,SO,-Lésung | 1,5 globulin II IV , : 
100cem Filtrat IV+9,5g¢ — } : T ‘ 
cor a . oe Pianist ee ee 30,0 Alt 3 0,0109 
Na, SO, sice. in Substanz | mM anceecraiie ; 
es , ’ P siweib- 
Filtrat V hitzekoaguliert | Albumin IT ’ frei 


Die gefallten EiweiBlésungen wurden 3 bis 6 Stunden lang im Thermo- 
staten belassen und dann daselbst durch ein Schleicher-Schiill 589-Blauband- 
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Filter filtriert. Der Niederschlag wurde am Filter mit einer Na, SO,-Lésung 
entsprechender Konzentration gewaschen, dann mit wenig Wasser in ein 
Becherglas gespiilt. Das EiweiB léste sich bald auf, wonach die Lésung mit 
etwa '/,, Volumen Acetatpuffer (pq = 5,7) versetzt und fiir 15 Minuten in 
ein siedendes Wasserbad gestellt wurde. Das koagulierte EiweiB wurde 
zentrifugiert, durch mehrmaliges Auswaschen mit Wasser Na,S0O,-frei 
gemacht und bei 90 bis 100° C im Trockenschrank getrocknet. Das getrock- 
nete EiweiBpriparat wurde verrieben und in Mefglischen gebracht. 

Die in Tabelle I angegebene Menge des Filtrats wurde mit 1 cem konz. 
H, 50, in einem Kjeldahl-Kolben (mit einer Marke bei 40 ccm) verascht und 
wie in unserer I. Mitteilung angegeben aufgearbeitet. Der aus der Tabelle 
von Jendrassik und Cleghorn (3) entnommene Stickstoffwert in y mit dem 
entsprechenden Faktor (Tabelle 1) multipliziert ergibt den Gesamtstick- 
stoffgehalt der jeweiligen Fraktion in g%. Nach Subtraktion des Rest- 
stickstoffwertes und Multiplikation mit 6,25 bekommen wir den Eiweii- 
gehalt des Filtrats in g%, bezogen auf das unverdiinnte Originalplasma. 
Die Differenz zwischen GesamteiweiBgehalt bzw. EiweiBgehalt der auf- 
einanderfolgenden Fraktionen ergibt die prozentuale Menge der betreffenden 
Fraktion*. 

Aminosdurebestimmungen. Die Tyrosin-, Tryptophan- und Cystin- 
bestimmungen wurden in der Modifikation von P. Balint (5) ausgefiihrt. 
Wegen Materialmangel wurden oft zur Cystinbestimmung noch kleinere 
Mengen genommen und anstatt in 1 em in 3em Schichtdicke stufenphoto- 
metriert. Der Multiplikationsfaktor 0,53 bleibt innerhalb derselben Fehler- 
grenzen gleich. 


Arginin wurde nach Jorpes und Thoren (6) bestimmt ; die Proportionali- 


tat ist befriedigend, wenn die untersuchte Menge des Hydrolysats 0,04 bis 
0,06 mg Arginin enthalt. Fiir jede Versuchsreihe wurde eine Standard- 
bestimmung mit 0,05 mg Arginin angesetzt und das Ergebnis auf Grund der 
Standardkontrolle berechnet. 

Die Histidinbestimmungen wurden nach der Methode von Lang (7) 
ausgefiihrt. Der Histidingehalt der untersuchten Lésung konnte zwischen 
0,1 und 0,5mg schwanken. Nach unseren Erfahrungen ist die Proportionalitat 
in diesem weiten Bereich nicht ganz befriedigend; wir gebrauchten daher 
Faktoren, welche je nach der abgelesenen Extinktion etwas verschieden 
waren, 

Fir E = 0,200—0,400 F = 0,35, 
0,400 —0,800 0,37, 
0,800 — 1,200 0,39. 


Die erhaltene Extinktion mit dem Faktor multipliziert ergibt das 
Resultat in mg Histidin. 

Tyrosin und Tryptophan wurden im alkalischen, die iibrigen Amino- 
séuren im salzsauren Hydrolysat bestimmt. Fiir beide Hydrolysen wurde 
das getrocknete EiweiSpriparat analytisch eingewogen. Der Stickstoff- 
gehalt wurde durch Kjeldahlisierung des sauren Hydrolysats ermittelt. Um 
vergleichbare Resultate zu erhalten, wurden simtliche Analysenergebnisse 


* Bei einigen Fraktionen ist die absolute Eiweiimenge in Tabelle I] 
als 0 angegeben. Dies bedeutet nicht, da8 wir bei der Fallung iiberhaupt 
keinen Niederschlag erhielten, sondern nur, daB seine Menge in die Fehler- 
grenzen der Kjeldahl-Bestimmung fallt. 
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(ahnlich wie in unserer ersten Mitteilung (1)] auf ein 16% Stickstoff ent- 


Gefundene %, Aminosaéure x 16 


haltendes EiweiB umgerechnet. Sdmtliche 


Gesamtstickstoffgehalt 
angegebenen Prozentzahlen bedeuten also, wieviel Gramm Aminosdure das 
Préparat auf 16 Gramm Gesamtstickstoff enthilt. 


Versuchsergebnisse. 


Tabelle II enthalt unsere simtlichen Analysenergebnisse. Die 
Zahlen selber benétigen keine Erliuterungen, die Fille sind nach 
wachsendem A/G geordnet. In Tabelle III sind die Mittelwerte simt- 
licher Ergebnisse zusammengestellt. Die Zahlen bedeuten den arith- 
metischen Mittelwert mit der sog. Streuung, in den Klammern befinden 
sich die Minimal- und Maximalwerte aller Ergebnisse, darunter die 
Maximalschwankung in Prozenten, n bedeutet die Zahl der untersuchten 
Fille, o, die Streuung des Mittelwertes der Beobachtungsreihe, k die 
fehlerkritisch gesicherte Differenz. Die Streuungen sind nach dem 
Prinzip der Fehlerquadrate berechnet, Einzelheiten siehe bei Piitter (8). 

Bei Durchsicht der Tabellen II und III fallt auf, daB die Einzel- 
schwankungen in einigen Fallen sehr groB sind, erheblich gréBer als 
die Fehlergrenzen der angewandten Methoden (-+ 10%). Die Unter- 
schiede sind am gréBten beim Tryptophan und Cystin. In zwei 


Fallen betragt die Schwankung im Tryptophangehalt sogar 90°! Der 


Arginin- und Histidingehalt der einzelnen Fraktionen zeigt erheblich 
kleinere Schwankungen. Die fehlerkritisch gesicherte Differenz im 
Aminosauregehalt (k) zeigt, daB dieselbe bei je zwei aufeinanderfolgenden 
Fraktionen fiir wenigstens zwei Aminosduren mehr als 5,0 betragt 
(Tabelle IIT), so da die Differenz im Aminoséuregehalt wirklich als 
gesichert angesehen werden kann. Eine Ausnahme bilden Euglobulin 
und Pseudoglobulin I, deren Aminosaurengehalte innerhalb der Fehler- 
grenzen identisch sind. 

In unserer ersten Mitteilung erwahnten wir die Méglichkeit, daB 
die grofen Schwankungen in der Zusammensetzung der Gesamt- 
globuline bzw. -albumine vielleicht nur auf inkonstante Mischung an 
sich konstanter Unterfraktionen zuriickfiihrbar waren. Wie aus den 
Tabellen II und III ersichtlich ist, erwies sich diese Voraussetzung als 
nicht richtig. Die Unterfraktionen weisen stellenweise noch gréBere 
Schwankungen auf als die als uneinheitlich angesehenen Albumine 
und Globuline. Eine GesetzmaBigkeit bei den Schwankungen ist nicht 
ersichtlich, ihre GréBenordnung ist in allen untersuchten Fraktionen 
dieselbe, also hatten wir keinen Grund, irgendeine Fraktion von vorn- 
herein fiir unreiner als die iibrigen zu halten. 

Bei der Untersuchung des aus nur wenigen Aminosauren aufgebauten 
EiweiBkérpers Clupein kam Linderstrom-Lang (9) zu der Uberzeugung, 
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Protokollnummer 
und Diagnose 


3. Hypoproteinaemia. 


Lymphadenosis. 
Rest-N 50 mg?/ 


7. Nephritis chr. (mit 


nephrotischem Ein- 
schlag) Rest-N 75 mg®/, 
Hypertonia . 


38. Hypoproteinaemia 


Exsudatum pleuriticum 
Icterus gravis. Atro- 
phia hepatis flava 


7. Tumor hepatis. 


Rest-N 50 mg®/o 


. Cirrhosis hepatis 


9. The. pulm. (stationiir) 


3. Hypertonia . 
. Nephritis. . . 
. Nephrosclerosis . 
2. Cirrhosis hepatis 
. Hypertonia . 
. Hypertonia . 
. Neurasthenia . 
. Nephritis chr. . 
. Sclerosis multiplex 
. Diabetes 
. Nephritis chr. 


Rest-N 80 mg°/o 


. Neurasthenia . . 
. Nephritis acuta 
. Nephbritis acuta. 


Rest-N 50 mg®/, 


. Bronchitis chr. . . 
. Nephritis chr. 


Anaemia gr. Uraemia. 
Rest-N 85 mg®/, . 


. Leukaemia . . 


Uraemia. 
Rest-N 180 mg®/p. 


. Hypertonia. .. 
. Cholitis chr. 


Hypertonia . 


. Nephrosclerosis . 
111. 


Status post colitidem . 


GesamteiweiB 
%o 
G 


3,41/0,77 
6,261.05 
4,54/1,06 


6,56/1,20 


1,14 


6,27 
8,88 
5,07 
8,28 
5,88 
7.00 
8,62 
6,76 
6,60 
6,49 


5,78 - 


6,16 2,27 


4,88 2,28 
6,19 2,36 


6,05 2,44 
6,45 : 
6,21: 
6,97 2,7. 
4,60 3,23 
4,95 4,48 


Fibrinogen 
in %/o 


0,31 
0 
0,38 
0,31 


0,33 


0,31 
0,19 
0,93 
0,24 
0,24 
0,51 
0.56 


0,56 


0,12 
0,14 
0,13 
0,31 


0,62 
0,12 


0.08 


0,58 


0,622 


0,64 
1,731 


0,25 


0,15 


| Fibrinogen + Euglobulin + 


Fibrinogen 


in % 9 
in ° 


tiver Wert 


la 
Euglobulin 


Fibrinogen, 
Cystin in % » 


7 
Tryptophan 


ryrosin in %/ 
Arginin in °/ 
Histidin in °/, 


re 


— |— |\0,87 
2,57 2,45 4,39 2,59. 0,85 
2,53} — | — | — /io,21 


5 3,00 2,204.11 2.52 0,08 


5 2,31/1,523,71. 2,92) 1,05 


1,88 1,53 1,00 
1,01 
2,58'2,12) — 0 
2.06 - 
2 2,59) — 
3,50 2,50 


on 
2,54 


Serum 
5,15 2,97 1,86 4,10 
5,97 2,63 2,39/3,47' 2,71 


2,52 


1,12 1,36 


2,62 2,71)|4,29)2,45 


2,14 2,18: 4,78 2,55 


2,12 2,10 4,15 2,75 0,39 


2.03} — 0,31 


Serum 0,05 
5,75) 2,96/2,48/3,62\2,49)) 0 
Serum 0 

— | 0,19 

5,58 2,63/2,.18 4,50 2.77)/0,35 


Euglobulin, 
relativer Wert 


é 


Euglobulin 


Tryptophan 
in °/5 
Cystin in %/9 
Arginin in © 

Psaeudowlotb 


Tyrosip in %/ 


6,85 3,32'2,90 3,09|2,77 
6,57 2,38) — 


6,44 2,79'3,08'2,80 2.6 


6,98 3,13 2,90 3,38/2.75 1 
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6,40 2.20 


6,6 


2,66 
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6,95 1,70 { 
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2,08 


2,80 3,39/2,98 1 
6,19) § 2,76 2,88 2,30 
5,95) 2,94 2,52 


6,12'2,48/2,64 3,24 2,98 


Pseudoglobulin I. — 2 Fibrinogen + Euglobulin. > Pseudogl 
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Cystin in ° 
Arginin in 0). 


722,00 
442,13 
802.64 


8 2.64 


58 2,22|2,8 


29 2,46/2,6 


b85 255/351 


p13 2,24 


65 2.07 
82)/2.06 
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Pseudoglobulin II Albumin I Albumin II 
- o —) . sa Pp a o = = ~ > ; ne ° —) — —} < > 
= ie = cio |= mM Ol so | 2 . ~ wr oi o 1g ~!is = 7 cis = 
& oe «! 8) 8/8 SB s e/8/2 geleg®i See iaic Flalgoai sis 
2 Weg 4/2/8288) 3/82 ei a|s 8: esi 288/412 2 Ble lgtisisis 
- 283 8/3 8-25) 2 2 /e/s 2255/8 FSi/5/8/ 5 3/ 8/PS'3)8/S 
" "B 2 Bie (23) = SiRIZi< Se cE |B ps S cick ie Biz 
1 <] Re [eS] es Sl<) £) & Cil<ig Bla | Ol diz 
2,77 2,14 — | — |/0,51) 15 |5,04} 1,68) — 1,425 425 5,79 1,53/2,07 5,00 0,71 i. 
{#4 3,08 3,10'2,65//0,99 16 5,73) 2.19 2,18 3,79'3,25' 0,60 10 4,91 1,57/3,14 3,333.54 2,48 40 4,60 0,67'5,53 3,69 3.37 
2 6 #8 2,21 — 0,22; 5 1.79 - 2,265 505 °5 38 1.54 - — 
9 2,56 2,74/2,34//0,54 8 1,93 3,12,2,17/1,22 19 5,02 1,36/3,21 2.34 3,35 |2,64) 40 4,14 0,37/5,00 2.60 3.08 
275 
72,71 3,192,81/0,44 8 5,45 2,172.97 3,.433,12 0,93 4 4,49) 1,05)3,97/3,41 3,40 //2,38) 44 4.30 0.421555 3,22/3,98 
72 2.00 - 3,235 525 5,21 1,15/2,61 4,50 0,624.22 
jg 2,13 — 0,57) 8 | - 
) 2,64 - 8 on : : 38 4,71 0,68) 4,56 
480/048 
5,65) 1,22/3,37 3,31 40 4,43, 0,485.18 _ 
0,72°|10 460 1,18 3,38 48 4,79/ 0,38 4.94 
5,60 1,30) - — 11,08 (92 40 4,28) 0,46 4.85 
5 Ties 18/2,22/2,81) - 0,49; 7 ——lT—!|~— 1 — i107 116 43 4,48 0,43/5.50/3.95 
{ge29 2, 46/2,62/2,84'0,17; 3 | — - 2,36 3,06 3,051.41 | 24 38 4,05 0,38 4,68/3,19 2.7% 
MBPS 2,55/3512 2.57 0,26) 4 5,10) 1,95 1,77 3,60/2,96 0,83 |13 BO |4,73) 0.56/5.45 3.49 3,40 
B13 2,24 0,21; 3/— | — oe | ee ; ‘ 5 
_ 1,33 | 23 5,06 1,24/2.68 - 2,12 36 '4,68 0,44 4,02 
y $2/2,06; — | — _j — 3,625) 665 5,64 1,36) - _ 4,43 0,43 5,08 
7/2,34/3,20'2,91//0,41) 6) — | _ 2,21/2,96 3,21) 1,01 115 (4.85 1,25) 2,86 3,51 3,46//3,37) 50 4.93 0,53 4,78/2,70 3.50 
212,342.60 2,98 0,06 10 4,90) 1,33/2,10 2.58'2,90 0.57 | 10 5,57 1,40/2,36 2,44'3,52 2,94 51 4,45 0,43'4.8413.08 3,26 
p40/2,57/2,99 2,64) — | — 15,45) 1.56 2,25 3,232.80 1,93 /31 (5.49 1,452.44 2.46 3,27/2.06 34 4,75 0,44 5,52'3,22 3.64 
"yj 2,67/0,13) 3 5,41 1.43 1,98 3,38 2,82)0,87 |18 4.96 0,96 3,20 3,08 : 52 4,33 0,495.04) 2.73 3.56 
1,45 ~ 0 0 — 3 5 0,50 4.70 
{9762.26 — 0,65; 11 5,68 1,57 - 1,71 (28 5,32) 1,13/3,20 2,58 43 4,15 0,42 4,19 
256 2,59) 2,80 2,68'0,17° 3 4,90) 1.48 1,90 2,69 2,27//0,94 |15 (4,37 1,072.70 2.51 3,27 51 4,35 0,34 5,05/2,76 3.19 
116 2,22/3,05 2.78'0,12! 9 1,65 3,15 2,64//1,02 (16 5,22 1,163.37 3,60/3,50) 3,34 54 4,04 0,45 4,973.21 3.94 
429.86 2,68) — | — |'0.77! 10 5,60 1,70 0 0 5,18 1,19 3.46 5,25 68 4,21 0,52 4.03 
8)2,22/2,90 — |/0,61! 13 |5.88 1,75 2,12 3,61 2,82 0,97 |21 5,45 1,03 3,02 3,55 2,16, 47 4,36 0.59 },42)3,42 3.15 
4 fe) 2,69)2,85 2,64'0,54) 11 5.56 1,32'2,12 3,562.96 0,49 | 10 — |3,23 65 4,26 0,41/5.60/2.9) 3,16 
idoglobulin II. — 4 Euglobulin + Pseudoglobulin I + Pseudoglobulin IT. ’ Albumin I + Albumin II 
; en oe 2] 
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daB in diesem EiweiBbkérper die verschiedenen Aminosaureeinheiten in 
einer bestimmten Reihenfolge zusammengefiigt sind und da jede 
einzelne Aminosaure der Peptidkette in periodischen Abstinden wieder- 
kehrt. Diesen Gedanken entwickelten Bergmann und Niemann (10) 
weiter, indem sie fiir einige komplizierter aufgebaute Eiweifstoffe 
die sog. Periodenzahlen einiger Aminosauren berechneten. Die Perioden- 
zahl n bedeutet, daB periodisch jede n-te Aminosaureeinheit der Peptid- 
kette aus der betreffenden Aminosiaure besteht. Das kleinste Vielfache 
simtlicher Pericdenzahlen ergibt die minimale Zahl der Aminosiuren, 
welche das EiweiBmolekiil bilden kénnen. Je mehr Aminosauren be- 
stimmt werden, um so genauer wird diese Zahl. Irgendein ganzzahliges 
Vielfaches des so erhaltenen Wertes bedeutet die tatsdchliche Zahl der 
Aminosaureeinheiten im Eiweifmolekiil. 

Bergmann und Niemann (10) fanden, daB bei den durch sie unter- 
suchten EiweiBkérpern alle Periodenzahlen durch 2” -3” (n = 0,1, 2,3 ..., 
m — 0, 1, 2, 3, ...) darstellbar sind. Die Berechnungen nach dem Ge- 
dankengang von Bergmann und Niemann (10) (diese Autoren befaBbten 
sich jedoch nicht mit SerumeiweiBkérpern) sind fiir Euglobulin und 
Pseudoglobulin in Tabelle [IV zusammengestellt. 


Tabelle IV. 





Aminoséure- a Ae P ; ’ 

gehalt Molekular- Molare Konzentration Verhiltnis- 
gewicht |——~— eee oicigat zahl 

9/9 gefunden | berechnet 


Periodizitat 


Euglobulin. 
Tyrosin .... 6,43 181 0,0355 | 0,0355 24 
Tryptophan 2,43 204 0,0119 0,0118 12 72 
Cystein .... 2,57 121 0,0212  0,0236 24 36 
Arginin .... 3,00 174 0,0172  0,0178 18 48 
Histidin ... 2,64 155 0,0170 0,0178 18 48 


Pseudoglobulin I. 


Tyrosin.... 6,10 181 0,0337 0,0337 36 24 
Tryptophan 2,26 204 90,0111 0,0112 12 72 
Cystein .... 2,36 121 0,0195 0,0225 24 36 
Arginin .... 2,96 174 0,0170 0,0169 18 48 
Histidin ... 2,71 155 0,0175  0,0169 18 48 


Die erste Spalte enthalt den prozentualen Aminosauregehalt, die 
zweite das Molekulargewicht der betreffenden Aminosaure. Anstatt 
Cystin rechnen wir im folgenden mit Cystein: da unsere Methode stets 
das sog. Gesamtcystin, d. h. Cystin + Cystein erfaBt, und da die Hydro- 
lyse das urspriingliche Verhaltnis zwischen den beiden (die ein Redox- 


system bilden) sicher verschiebt, halten wir es fiir zweckmabBiger, alles 


als Cystein zu berechnen, um die Rechnung mit halben Molekeln Cystin 
zu vermeiden. Die Verhaltniszahlen (Spalte 5) sind auf Grund der 
21* 


4] 
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Zahlen von Spalte 3 aufgetragen. Die vierte Spalte wurde folgende: 
maBen berechnet: Wir nahmen Tyrosin als Grundzahl und berechnete: 
daraus die anderen molaren Konzentrationen mit Hilfe der Verhaltnis 
zahlen (z. B. 36:12 = 0,0355: 2; x = 0,0118). Die Ubereinstimmung 
zwischen den gefundenen und den berechneten molaren Konzentratione: 
ist héchst befriedigend. 

Um die Periodenzahlen zu ermitteln, berechneten wir das kleinste 
Vielfache der Verhaltniszahlen (in unserem Fall 72) und dividierten es 
durch die Verhaltniszahlen. Ein ganzzahliges Vielfaches des so er- 
haltenen Wertes muB die wahre Periodenzahl sein. Welches ist nun das 
richtige ? 

Betrachten wir die kleinste Einheit konstanter Zusammensetzung, 
welche aus X Aminosaiuren mit dem durchschnittlichen Molekular- 
gewicht DM besteht. Die kleinste mégliche Periodenzahl fiir Tyrosin 
betragt in unserem Fall 2, die wahre Zahl muB ein ganzzahliges Viel- 
faches sein, Nach Bergmann und Niemann (10) sind die von ihnen 
gefundenen Periodenzahlen alle durch 2” - 3” darstellbar, wobei m und 
n ganze Zahlen sind und auch 0 méglich ist. Die méglichen Perioden- 
zahlen sind also 2, 4, 6, 8, 12, 16, 18, 24, 32... Es besteht folgende 
Beziehung: 


100 :6,43 = X -DM: . ; (1) 


181 - 100 
6,43 P 


DM = (2) 

Das durchschnittliche Molekulargewicht samtlicher im Serum. 
globulin vorkommenden Aminosauren betragt etwa 142. Wenn wir 
erstens die prozentualen Verhaltnisse, zweitens die Tatsache in Betracht 
ziehen, daB die gut bestimmbaren Aminosauren alle ein relativ hohes 
Molekulargewicht besitzen, verringert sich diese Zahl auf etwa 120 
bis 125. Wenn wir in obige Gleichung (2) die verschiedenen méglichen 
Periodenzahlen (P) substituieren, wird diejenige die wahrscheinlichste 
sein, welche ein DM von etwa 120 ergibt. Fiir P = 18 erhalten wir 157, 
fiir P — 24 118 und fiir P = 32 ist DM 88. Das wahrscheinlichste 
P fiir Tyrosin ist also 24, und so miissen alle iibrigen Periodenzahlen 
mit 12 multipliziert werden, um die wahren Periodenzahlen zu erhalten. 
Das kleinste Vielfache dieser Periodenzahlen ist 144, aus wenigstens 
soviel Aminoséiuren mu also die kleinste mégliche Einheit des unter- 
suchten Eiweibstoffes bestehen. Wenn wir diese Zahl mit DM = 120 
multiplizieren, so erhalten wir das kleinste mégliche Molekulargewicht 
fiir Euglobulin und Pseudoglobulin I = 17300. Der doppelte Betrag 
dieser Zahl — 34600 ist mit der wohlbekannten Molgewichtseinheit 
The Svedbergs identisch. 
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Wie bekannt, behauptet Svedberg (11) auf Grund von Ultra- 
zentrifugierungsversuchen, daB eine groBe Zahl der EiweiBkérper ein 
Molekulargewicht besitzt, welches ein 1-, 2-, 3- oder 6faches von 34,500 
betragt. Nach Svedberg ist es nicht ausgeschlossen, daB cie Micellen 
der verschiedenen Eiweibstoffe nach einem einheitlichen Bauprinzip 
aufgebaut sind, derart, daB das Molekulargewicht 34,500 einem Sub- 
molekiil entspricht, innerhalb dessen verschiedene Variationen in der 
Zusammensetzung méglich sind. Das Eiweimolekiil besteht dann aus 
1, 2, 3 oder 6 solchen Micellen identischer Zusammensetzung. 

Im Falle von Euglobulin und Pseudoglobulin I gibt also unsere 
chemisch-analytische Methode mit den auf rein physikalischem Wege 
erhaltenen Werten gute Ubereinstimmung. Fiir die iibrigen Fraktionen 
gelang es uns nicht auf Grund der durchschnittlichen prozentualen 
Aminosiauregehalte mittels ahnlichen Berechnungen das Svedberg sche 
Micellargewicht 34500 zu erhalten. 

Um eine Erklarung fiir die Schwankungen der Einzelwerte zu 
geben, kamen wir auf den Gedanken, daB vielleicht bei den verschiedenen 
Fraktionen fiir jede Aminosaure nicht bloB eine einzige (wie in Tabelle IV), 
sondern mehrere Periodenméglichkeiten bestehen. Wenn wir das 
Micellengewicht 34500 Svedbergs fiir simtliche Plasmaeiweibkérper 
unterstellen, so diirfen wir auch annehmen, daf jede Micelle aus z. B. 
288 (= 25-33) Aminoséureeinheiten besteht. Die Zahl muB in dieser 
GréBenordnung liegen, um mit 120 bis 125 multipliziert ungefahr 
34500 zu ergeben, auBerdem soll sie laut der Theorie von Bergmann 
und Niemann (10) durch 2” -3” darstellbar sein. Fiir jede einzelne 
Aminosiaure ist also rein theoretisch jede Periodenzah| méglich, von der 
irgendein ganzzahliges Vielfaches 288 ergibt: 288, 144, 96, 72, 48, 36, 
32, 24, ... Die Periodenzah! 48 z. B. bedeutet, daB in den 288 Amino- 
sdureeinheiten, welche die Micelle aufbauen, die betreffende Amino- 
siure sechsmal in periodischen Abstiénden vorkommt. Ist aber diese 
Zahl gegeben, so ist aus dieser der prozentuale Gehalt der betreffenden 
Aminosaure leicht zu berechnen: 34500 : 6 - Molgewicht der betreffenden 
Aminosiure = 100: 2. Wenn wir aber mehrere Periodenzahlen fiir 
moglich annehmen, so lassen sich daraus fiir die EiweiBkirper verschiedene 
prozentuale Zusammensetzungen berechnen. 

Auf Grund dieser Uberlegungen wurde Tabelle V berechnet. In 
jedem Quadrat steht rechts oben die angenommene Periodenzahl, links 
oben der daraus berechnete prozentuale Gehalt an der betreffenden 
Aminosaure. Samtliche Analysenergebnisse der Fraktionen wurden 
dann den verschiedenen Gruppen zugeteilt. Als Prinzip galt, daB jede 
Zahl derjenigen Gruppe untergeordnet wurde, der sie am nachsten 
liegt. Z.B. sind die Periodenméglichkeiten fiir Cystein in Pseudo- 
globulin I: 72, 48, 36 und 32. Folglich betragen die entsprechenden 








M. Balint : 


Balint u. 


P 


meer ems ee 


eo 





g=u 
%F 
(L1°S— 60°C) 
FOO + € ad 
a. % 6 96% 


6L = ' 

% OF 
(og'2—€1'2) 
G60 F LF? 
ZL % 9% 


sl = u 
% FE 
(66° — F1‘S) 


cs'0 + eG 
vas 0 OE a 


32 


ol = = 
Yo GE 
(00°E — 21'S) 
920 + Bes 
ZL 9 


60°0 + ¢ 
SSS % 69°0 
ce © 
% € 





(L¢°I —¢¢'T) 


ZOO + FCT 
96 % Lz 


—OL*T) 
80°0 rs 8L'I 
96 % LET 


e=u 
o/ 
/o 6 


(90° — 88° 1) 
OT‘o ~ 66'T 
96 % LALIT 


uvydoydAiy, 


(FEO ee 0) 
£0°0 + IFO 
929 % 060 


06 = u 

% BF 
(ct — 96°0) 
€1'O F 121 
VHT % SIT 

} U 

% &I 
(g#°I —0g‘T) 
80°0 + LET 
WI % sil 


u 
LUT 
WI %SI'l 


[= & 
art 
WI % SII 


‘(Sunzjyoswog) A F[19qQRBL 


c= u 
% g 
(62° —2¢"¢) 
O10 + g9%e 
ve %0E&‘9 


(86°¢—9g¢'¢) 
FIO + EL'¢ 
te % 0&9 
66 = 
% oa 
(86°9 — 0¢°¢) 
LE 0 F0T‘9 
ve %0E'9 


60 + eF°9 
ve % 069 


i‘ = 
O/ 
7o LT 


yo 9—g¢‘C) 
e'0 + 26°¢ 
rd % O€°9 


‘o OT 
(00°¢ - StF) (ctf — F0°F) 
910 + 89°F S10 + LaF 
2 CLF 98 % 06'F 


SI 
% 0% 
(64°C —6F'F) 
og‘0 F II‘¢ 
2 SLE 


OL =u 
o/ 


/O 
(po°¢— GT‘) 
oT‘0 ¥ 08*¢ 
we MSL tT 


uJsoIA ], 


J uynqos TT uynqojs) [urumayy TT urwng|y 


ulpnqo[sang 


ues0uNqiy 





"A P1198, 











307 


€ 
* 


- 
> 
~ 
ag 
Cc 
a 
> 
~ 
— 
= 
an 
— 
= 
— 
~ 
= 
4 
Lt. 
— 
~ 
= 
i 
Of 
= 
N 
— 
a 
. 
t 
= 
= 
= 
a 
= 
~ 
= 
=) 
- 
_ 
or 
S 
os 
N 
e 
4 
= 
= 
— 
Y 
tS. 
a 
~ 
a 
eS 
= 
a 
~ 


z u 

% Il 
(g6‘e -or'g) (g0°E— 92'S) 
6z'0 + ge°§ | €2°0 F 26% 
9¢ %09F | SF 69S 


Ol u 
% 61 
(Cc6‘E 
0z'O + ¥FS'¢ 
98 % 09'S 


IT “ 
Le) I % LE 
(co‘e—t2'e) | (2t‘e— L1°2) 


6 rae 


OO + Eze | 620 + LUZ 
98 %09%E | SF %69T 
i = 4 
—— % F% 
(86°c— F€°S) 
LO + 1L°S 
8h 694 


ol = u 
% 12 
(86°% — 0€*S) 
Ga‘0 + F9°S 
8V % OVS 


Or = u 
% SI 
(66'S —- CFS) 
LI‘O + 19% 
8¥ % K9°2 


UIPISstH 


U 


%b 
(c6‘g 69°) 


810 + 28° 


9¢ % FOF 


u 


0G 


#o°g) 


€0°O + 9e°E 
98 % FOF 


rele 
% TT 
(82°F - ~ 68°F) 


02°O + ZG‘ 


CS % FSF 


al = u 
% OE 
(6° €—09°S) 


66°2) 
Go'0 + 92'E 
8V % EOS 

P - U 

% 9 
(62°g— 9¢°¢) 
Oro + F9'E 
98 % FOF 


9 u 
% SI 
(o1*t—2F'g) 
O¢ 0 + OVE 
98 % FOF 


uluisiy 


t u 
Oo 
oO L 


({¢%% Ee PE‘) 

L0°0 + 2 

Be G0 
6 u 


o/ 
/o 66 


(gt — 89'S) 
6<°0 + LOE 
8b %EO'¢ 


“an = Uu 
% 9€ 
(1¢°¢— 09°) 
cZ‘0 F 96% 
8 % 0°" 


gr = « 
% og 
(6¢°§ — €9°S) 
920 F 00°E 
SF % 60'S 


Uu 

0% fl 
(9F° ¢ i ray €) 
FIO + 92°E 
ra % 9 


OT, =. 
% 9 
(11S _29°8) 


90°0 2 29'S 
9¢ % ps 


¢ we 
9T‘O + 99°Z 
9€ . 182 


or 0 “F Lee Z 
98 %IS% 


u 


v7. * 
% $I 
(09°¢ — $6°F) 
92'0 + L2‘e 
SI %09'¢ 
gc : Uu 
% 6 
(98° — 19°) 
60°O + Ihe 
9¢ % 18*e 
 Taading 
% 9¢ 
(98°¢ — ¢9°T) 
120 + 90% 
8p %IIS 


7 =% 
% &Z 
(9¢°3— ¢6‘T) 
tT mi. + rhe 
sh %II1% 


Cc = u 
% FI 
(OF% — 80S) 
ETO F 22'S 
sh %IIS 


8 aE Uu 
% 8% 
(¢¢°Z—98'1) 
Sto + 61% 
8h 11S 


uyjoqsAD 


Ol u 
% 6I 
(C8*t — 20°F) 
$EO + GFF 
ve % 0 4 


g¢=u 

% LI 
(t#'% — 20'S) 
61°O + 622 
sh %IIS 


ol 


pe . <3 LF T 
Zw MIF! 





*(Sunzjosqo0g) A 





[[ wanqry 


] urea Ty 


IT uypnqoys 


J Ulpnqoys 


1 


Inqopsny 


ul 


uas0UuLqly 





308 P. Balint u. M. Balint: 


Prozentzahlen: 34500: 4-121 100 : 1,47; 34500: 6-12] 100: 2,17: 
34500: 8 - 12] 100: 2,87 und 34500; 9-12] 100: 3,16. Die zweite 
Reihe der Quadrate in Tabelle V enthalt die berechneten Mittelwerte 
der einzelnen Gruppen mit der Streuung, n bedeutet die Zahl der in 
die Gruppe gehérenden Fille, in Klammern sind die Minimal- und 
Maximalwerte der einzelnen Gruppen aufgetragen, darunter die Maxima|- 
schwankung in Prozenten. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Bei der chemischen Analyse der PlasmaeiweiBkérper treffen wir 
auf die erste Schwierigkeit bei der Fraktionierung: es erhebt sich namlich 
die Frage, ob die durch Fraktionierung dargestellten Eiweifstoffe mit 
den im Blute kreisenden identisch und ob die durch uns angenommenen 
Fallungsgrenzen nicht allzu willkiirlich sind. Howe wahlte die auch durch 
uns gebrauchten Fallungsgrenzen derart, daB bei 1 °,iger Erhéhung der 
Salzkonzentration kein weiterer Zuwachs im EiweiBniederschlag 
entsteht. Aber dies beweist durchaus nicht, daB die so bereiteten 
EiweiBpraparate homogene Verbindungen darstellen. Butler und 
Montgomery (12) fallten die PlasmaeiweiBkérper mit einem Aqui- 
molekularen Gemisch von primérem und sekundirem Kaliumphosphat 
(pu = 6,5), wobei sie die molare Konzentration des Salzgemisches 
zwischen 0,6 und 3,0 variierten. Durch Auftragen der Salzkonzentration 
als Abszisse und des Stickstoffgehalts des EiweiBfiltrats als Ordinate 
erhielten sie eine Kurve mit zwei Knicken, welche bei normalem Plasma 
den Fibrinogen-Globulin bzw. den Globulin-Albumingrenzen  ent- 
sprachen. Durch Fallung bei etwa 20 verschiedenen Konzentrationen 
konnten sie die erwihnte Kurve sehr genau bestimmen. Wuhrmann (13) 
sowie Wuhrmann und Leuthardt (14) erhielten auf ahnliche Weise bei 
pathologischen Plasmen Kurven, deren Knickstellen denen der normalen 
Plasmen nicht entsprachen. Z. B. waren die Knickstellen bei Nephrose 
nach , links‘ verschoben, also wurde ein Teil des Globulins im Fibrinogen- 
bereich und ein Teil des Albumins im G!obulinbereich gefallt. Solche 
und ahnliche Verschiebungen beobachteten die genannten Autoren auch 
bei der Untersuchung der aus anderen pathologischen Fallen herstammen- 
den Plasmen. Butler, Blatt und Southgate (15) fanden spater noch einen 
neuen Knick auf dem Albuminteil der Kurve, der nach ihrer Ansicht 
darauf hindeutet, daB das Albumin aus zwei Fraktionen besteht. Wenn 
man also das Plasma durch von vornherein bestimmte Salzkonzen- 
trationen in einige (in unserem Fall 6) Fraktionen aufteilt, dann besteht 
die Méglichkeit, daB keine einheitlichen homogenen EiweiBstoffe ent- 
stehen, sondern Mischungen, und in diesem Falle, wie auch Abder- 
halden (16) betont, ,,kénnte eine Verainderung im Mengenverhaltnis 
der einzelnen Komponenten eine Veranderung in der Zusammensetzung 
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des EiweiBgemisches an einzelnen Aminoséuren bedingen, ohne daB die 
EiweiBindividuen in ihrer Zusammensetzung eine Anderung erfahren 
haben.“ 


Da aber schon bei der Aufteilung in sechs Fraktionen meist zu 
geringe Mengen des Praparats zur Verfiigung standen, muBten wir auf 
noch weitgehendere Fraktionierung im Sinne von Butler (12) ver- 
zichten; unsere Praparate sind also von vornherein nicht als gesichert 
chemisch homogene EiweiBkérper zu betrachten. Der aus den an- 
gewandten Methoden resultierende Fehler ist aber so groB, daB eine 
kleinere Verunreinigung irgendeiner Fraktion durch eine andere nicht 
mehr als einen noch vernachlassigbaren Fehler bewirkt. 


Ein anderer prinzipieller Fehler ergibt sich daraus, daB wir bei der 
Berechnung des prozentualen Aminosiauregehalts mit einem 16°, Stick- 
stoff enthaltendem EiweiB rechneten. Der wahre Stickstoffgehalt 
betragt wahrscheinlich etwas weniger und ist keinesfalls bei allen Frak- 
tionen identisch. Da wegen Materialmangel eine weitere Reinigung der 
Praparate nicht méglich war, muBten wir uns mit diesem annahernden 
Wert begniigen. Wenn wir auch den genauen Stickstoffgehalt des 
trockenen EiweiBpraparates ermitteln kénnten, ware dieser Wert mit 
dem Stickstoffgehalt des gelésten EiweiBes nicht identisch. Bei solchen 
Analysen wird der Wassergehalt des gelésten Eiweifes nicht mit in 
Betracht gezogen. Das intramicellare Wasser erniedrigt jedenfalls den 
Gehalt an Trockensubstanz des gelésten EiweiBmolekiils. Die Peptid- 
kette dagegen enthalt die Aminosduren in der sog. Peptidbindung, 
jede Aminosdure ist mit ihren zwei Nachbarn durch Austritt von 
einem Molekiil Wasser verbunden, die Molekiilgewichte samtlicher 
Aminosauren miiBten darum um 18 geringer sein. Die Vernachlassigung 
dieses Umstandes bildet gewissermafen eine Kompensation fiir die 
Vernachlassigung des Quellungswassers. 


. a ° + e ‘ail , ‘ 
Diese und ahnliche Uberlegungen zwingen zu gré&ter Vorsicht und 
scharfer Kritik der erhaltenen Ergebnisse und wir miissen uns davor 
hiiten, unseren Analysenergebnissen einen absoluten Wert beizulegen. 


Nach unseren Ergebnissen erwies sich der Gehalt der einzelnen 
PlasmaeiweiBfraktionen an Tyrosin, Arginin und Histidin innerhalb 
der Fehlergrenzen als befriedigend konstant. Der Gehalt an Tryptophan 
und Cystin zeigt gréBere Schwankungen, aber selbst bei den letzt- 
genannten Aminosauren fallt es auf, daB die auf Grund der Fehler- 


quadrate berechneten Streuungen verhaltnismaBig klein sind (siehe 
Tabelle ITI). Dies bedeutet, daB trotz der sehr abweichenden Minimal- 
und Maximalwerte die Mehrzah| der Ergebnisse ziemlich eng um den 
Mittelwert gruppiert sind. 
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Es scheint also, daB die chemische Zusammensetzung der Fraktionen 


eine gewisse Konstanz aufweist. Fibrinogen, Euglobulin-Pseudoglobulin | 
und Albumin II sind mit Hilfe der fiinf ,,.Indikatoraminosaéuren“ durch 
konstante Zusammensetzung gekennzeichnete EiweiBkérper. Die Zu- 
sammensetzung von Pseudoglobulin II und Albumin I zeigt fiir alle 
untersuchten Aminosduren einen Ubergang zwischen den Globulinen 
und dem Albumin II, sie sind also als Ubergangsprodukte zu_be- 


zeichnen, 

Trotzdem Albumin I auf Grund unserer Analysenergebnisse als 
Ubergangsprodukt betrachtet werden kann, verhielt sich seine Lésung 
bei der Hitzekoagulation abweichend von allen iibrigen: diese Fraktion 
war als einzige durch Hitze nicht vollstandig koagulierbar. Ein Teil 
bildete eine opale Lésung, welche durch Zentrifugieren nicht zu klaren 
war. Mittels eines. gleichen Volumens 20° iger Trichloressigsiure 
konnte das Eiweif aus der Lésung gefallt werden. Wir vermuten, daf 
dieser nicht hitzekoagulierbare Anteil das Seroglykoid von Hewitt (17) 
ist. Demnach ware Albumin I eine Mischung von Seroglykoid (ein 
EiweiBkérper mit 1° Tryptophan- und sehr hohem Kohlenhydrat- 
gehalt) und Krystalbumin, welches nach Hewitt (17) 0,26 bis 30° 
Tryptophan und kein Kohlenhydrat enthalt. Albumin II war durch 
Hitzekoagulation nahezu vollstandig fallbar und so diirfen wir es als 
verhaltnismaBig reines Albumin betrachten. Kristallisieren und mehr- 
maliges Umkristallisieren war wegen der beschrankten Menge der zur 
Verfiigung stehenden menschlichen Blutplasmen nicht ausfiihrbar. 

Die Mittelwerte, wie die Streuungen fiir die Euglobulin- und 
Pseudoglobulin I-Zusammensetzung sind laut Tabelle ITI innerhalb der 
Fehlergrenzen gleich. Fiir eine identische Zusammensetzung sprechen 
auch diejenigen Fille von Tabelle IT, wo einem extrem niedrigen Trypto- 
phangehalt des Euglobulins ein ebenso extrem niedriger Tryptophan- 
gehalt des Pseudoglobulins I entspricht (siehe Fall 20 und 22). Dies 
stimmt mit der durch Hartley (18) schon 1914 behaupteten Tatsache 
iiberein, daB der Gehalt an verschiedenen Aminosauren beim Euglobulin 
und Pseudoglobulin identisch ist. Auf dasselbe Ergebnis kamen Gréh 
und Weltner (19) bei der Fraktionierung von Pferde- und Menschensera, 
sowie einer von uns (20) im Laboratorium von Prof. Gréh. 

In der Literatur finden wir nur wenige Arbeiten, die sich mit dem 
Aminosiuregehalt der menschlichen Plasmafraktionen beschaftigen. Die 
10 normalen und 9 pathologischen Falle von Lang und Braun (21) ergaben 
bei allen Aminoséuren bis zu 50°, betragende Schwankungen, die aber 
scheinbar keiner GesetzmaéBigkeit unterworfen sind. Metzger (22) bereitete 
die einzelnen Fraktionen mittels CO, bzw. Aceton, so daB seine Ergebnisse 
mit unseren nicht gut vergleichbar sind. Die Arbeiten von Fischer und 
Blankenstein (23) kénnen mit unseren wegen abweichender Darstellungs- 
weise der Fraktionen ebenfalls nicht verglichen werden. 
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Die Ergebnisse in Tabelle II sind nach wachsendem A/G geordnet. 
Ks ist aber kein Zusammenhang zwischen dem A/G und der chemischen 
Zusammensetzung der Fraktionen feststellbar. Ebensowenig besteht 
eine GesetzmaBigkeit bei den Extremwerten, sie stammen von normalen 
und pathologischen Plasmen, héchstens kénnen wir bemerken, daB die 
Mehrzahl der Extremwerte bei Nieren- bzw. Leberkranken auftreten. 


Tabelle V stellt einen Versuch dar, eine Erklairung fiir die Schwan- 
kungen unserer Analysenergebnisse zu geben. Das Ziel der Rechnungen, 
nimlich alle Werte zwanglos um die berechneten Prozentzahlen zu 
gruppieren, ist nicht restlos erfiillt. Eine gewisse Schwierigkeit bedeutet 
die Tatsache, daf in eiuigen Fallen die aufeinanderfolgenden berechneten 
Prozentzahlen weniger als 20° voneinander entfernt sind, so daB die 
Schwankungen der Ergebnisse noch in die Fehlergrenzen der Methoden 
(+ 10%) fallen kénnen. Die Tyrosingehalte des Fibrinogens, sowie des 
Pseudoglobulins IT und des Albumins I kénnen in keine der beiden an- 
gegebenen Gruppen zwanglos eingereiht werden. Dieser Umstand ist 
um so auffallender, als gerade der Tyrosingehalt verhaltnismaBig kleine 
Schwankungen aufweist. Dagegen lassen sich die Tyrosinwerte des 
Euglobulins, des Pseudoglobulins I und des Albumins IT ungezwungen 
in eine bzw. zwei Gruppen einteilen. 

In vielen Fallen aber besteht gute Ubereinstimmung zwischen den 
berechneten und gefundenen Werten. Die auffallendste Uberein- 
stimmung finden wir bei denjenigen Tryptophan- und Cystinzahlen, die 
wir als Extremwerte bezeichnen muBten. So z. B. betrigt der Maximal- 
wert des Fibrinogen-Tryptophans 3,50°,, der Minimalwert 1,12% 
wogegen die berechneten Werte 3,55 und 1,18°% betragen. Ahnlich 
ist der Fall beim Tryptophangehalt des Pseudoglobulins I und des 
Euglobulins. Die Cysteinwerte zeigen ebenfalls iiberraschende Uberein- 
stimmung. Es kann schwer durch bloBen Zufall erklart werden, dab 
die extremen Cysteingehalte 1,45°, sowie 3,08°( gerade in die nachste 


Nahe der errechneten 1,41°% und 3,16% fallen. 


Der Tryptophangehalt des Albumins II bendétigt weitere Erkla- 
rungen. Wenn fiir die Periodizitat 288 angenommen wird, d. h. in jeder 
Micelle sich nur ein einziges Molekiil Tryptophan befindet, ware der 
theoretisch berechnete Betrag 0,59°,. Der Durchschnittswert aus un- 
weniger als 


seren simtlichen Ergebnissen ergibt 0,49°, also um 20° 
der berechnete. Wenn wir annehmen, das die Micelle auch nur ein 
halbes Molekiil Tryptophan enthalten kann, so errechnet sich fiir diesen 


oO 


Fall ein Tryptophangehalt von 030°. Dieser Wert deckt sich gut mit 
jenem, den Hewitt (17) fiir sein reinstes, kristallisiertes Albumin findet : 
0,26 bis 0,30°. In diesem Fall miissen wir annehmen, dab zwei Micellen 


ein Molekiil Tryptophan enthalten, besser gesagt, daB im Albumin- 











312 P. Balint u. M. Bélint: 


molekii!l, das bekanntlich aus zwei Micellen besteht und ein Molekular- 
gewicht von 68000 1,97 - 34500 besitzt, die eine Micelle ein Molekiil. 
die andere kein Tryptophan enthalt. In der ersten Micelle ware demnach 
der Tryptophangehalt 0,59 °,, in der zweiten 0. Diese Auffassung findet 


O° 


eine gute Stiitze in den Angaben von Goldschmidt und Kahn (24). 
welche die durch Ammonsulfat am schwersten fallbare Albuminfraktion 
mittels 40 Vol.°,igen Alkohols in zwei Fraktionen zerlegten. Die eine 
Fraktion enthielt kein Tryptophan, die andere 1,05%. 


SchluBfolgerungen. 

Gegeniiber denjenigen Forschern, welche behaupten, daf~ die 
Plasmaeiweibkérper keine festgelegte Aminoséurezusammensetzung 
besitzen [Lang (25), Lang und Braun (21), Schenck (26)], miissen wir 
auf Grund unserer Ergebnisse den Standpunkt vertreten, daB das 
Fibrinogen, das Globulin und das Albumin durch ihre chemische Zu- 
sammensetzung gut charakterisierte Eiweifkérper sind. Zu dem gleichen 
Ergebnis kamen Abderhalden und Siebel (27) bei der Untersuchung der 
PlasmaeiweiBfraktionen vom Pferd, Rind und Kaninchen. Sie erhielten 
bei verschiedenen Individuen und bei verschiedener Ernahrung sehr gut 
iibereinstimmende Werte fiir den Tyrosin- und Tryptophangehalt der 
Eiweibfraktionen gleichartiger Tiere. Mit anderen Worten: wenn wir 
eine unbekannte PlasmaeiweiBfraktion analysieren, kénnen wir mit 
Hilfe der quantitativen Bestimmung der sog. Indikatoraminosiuren 
[Lang (28)| die Fraktion mit Sicherheit identifizieren. Die drei wohl- 
definierten Typen sind: Fibrinogen (hoher Tyrosin-, Tryptophan- und 
Arginin-, niedriger Cystingehalt), Globulin (hoher Tyrosin- und Tryp- 
tophan-, niedriger Cystin- und Arginingehalt) und Albumin (niedriger 
Tyrosin-, sehr niedriger Tryptophan- und hoher Cystingehalt). 

Ohne Zweifel gehen die Schwankungen unserer Ergebnisse in 
einzelnen Fallen weit iiber die Fehlergrenzen der Methode hinaus. Bei 
diesen Fallen miissen wir einen vom Grundtyp abweichenden Eiweib- 
aufbau annehmen. Den naheren Grund fiir diesen abweichenden Auf- 
bau kénnen wir durch unsere Analysen nicht geben, jedoch scheint es 
wahrscheinlich, daB der Organismus seine EiweiBkérper nach den ver- 
schiedenen Méglichkeiten und Bediirfnissen modifizieren kann. Es gibt 
einige Tatsachen, die zu weiteren Forschungen anspornen: das Plasma 
Nr. 20 stammt von einem Patienten mit chronischer Nephritis und zeigt 
in allen seinen Fraktionen einen ganz niedrigen Tryptophan- und Cystin- 
gehalt. Der Patient wurde fiir langere Zeit auf eine eiweiBarme Diat 
gesetzt und so ist es vorstellbar, daB der Organismus tryptophan- und 
cystinarme EiweiBkérper zu bilden gezwungen war. Die Fille Nr. 6 
und 7 sind Kranke mit schwerer Leberinsuffizienz. Das Fibrinogen von 
beiden ist auBerst cystinarm und da die Leber nach vielen der Ort der 
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Fibrinogenbildung ist, drangt sich die Frage auf, ob nicht das geschadigte 
Lebergewebe kein komplettes Fibrinogen zu bilden vermag. Seit den 
Experimenten von Dirr (29) ist die BeeinfluBbarkeit der Zusammen- 


setzung der BluteiweiBkérper durch die Nahrung als gesichert an- 
zusehen. 

Trotzdem wir es nur als gliickliche Kompensation der Fehler be- 
trachten kénnen, daB das von uns auf rein chemischem Wege bestimmte 
Micellengewicht mit dem Svedbergschen 34500 so vorziiglich iiberein- 
stimmt, sehen wir in den Ergebnissen unserer Untersuchungen eine 
neue Stiitze fiir die Richtigkeit der Auffassung von Svedberg, nach der 
die Micellen der verschiedenen PlasmaeiweiBkérper nach einem einheit- 
lichen Bauprinzip aufgebaut sind, derart, daB das Molekulargewicht 
34500 einem Submolekiil entspricht, innerhalb dessen verschiedene 
Variationen in der Zusammensetzung méglich sind. Der Micellenaufbau 
weist nach obigem drei Typen auf, innerhalb deren aber ziemlich breite 
Varianten méglich sind. Hier schlieBen wir unsere Auffassung an die 
von Pirr (30) an, nachdem: ,,im Serum EiweiBkérper mit verschiedener 
Aminosaurezusammensetzung vorkommen kénnen und sicher auch vor- 
kommen bei verschiedener Aminosaurezufuhr, also letzten Endes auch 
bei verschiedener Ernaihrung*’, aber mit der Beschrankung, daB bei 
normalen Verhaltnissen die Aminoséiurezusammensetzung der Micelle 
konstant ist. Bei Untersuchungen an menschlichen Bluteiwei®kérpern 
bildet eben die Definition des , normalen‘ die gréBte Schwierigkeit. Man 
kann den Menschen nicht solchen strengen Diatvorschriften unter- 
werfen wie das Tier und véllig gesunde, als normal zu betrachtende 
Individuen kommen auf der Klinik selten unter Beobachtung. Sogar 
ein Hypertoniker, den man allgemein in Hinsicht auf BluteiweiB als 
normal betrachtet, kann sich auf der Schwelle der noch klinisch latenten 
Nephrosclerose befinden, wo wiederum die EiweiSverinderungen am 
ausgepragtesten sind. 

Aus unseren Analysen und Berechnungen scheint hervorzugehen, 
da die Aminosdurezusammensetzung der PlasmaeiweiBkérper keine 
beliebigen Werte annehmen kann, sondern bloB solche, die durch die 
verschiedenen Pericdenzahlen determiniert sind. Die gegenwartigen 
Untersuchungen geniigen nicht um sicher zu entscheiden, ob diese 
Annahme richtig sei. Jedenfalls gelang es uns auf diese Weise fiir die 
sog. Extremwerte eine Erklarung zu finden, die mit den bekannten 
Tatsachen nicht im Widerspruch steht. 

Die Ergebnisse spornen zu weiteren Untersuchungen an. Nachstens 
wollen wir die PlasmaeiweiBkérper fiebernder, an akuten Infektions- 
krankheiten leidender Kranken analysieren. Der A/G verschiebt sich 
in solchen Fallen binnen Tagen, ja sogar Stunden und es soll die Frage 
untersucht werden, wie die chemische Zusammensetzung der Micellen 
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den EiweiBfraktionsverschiebungen folgt und ob die Veranderung det 
Aminoséurezusammensetzung auch bei akuten Fallen in durch dic 
Periodenzahlen determinierter Weise zustande kommt. 


Zusammenfassung. 


Es wurden 32, von normalen Personen und von an fieberfreien, chro- 
nischen Krankheiten leidenden Kranken stammende Plasmen mittels 
Na, SO, in sechs Fraktionen aufgeteilt und die einzelnen Eiweiffrak- 
tionen auf ihren Gehalt an Tyrosin, Tryptophan, Cystin, Arginin und 
Histidin analysiert. 

Die Zusammensetzung der einzelnen Plasmaeiweibfraktionen weist 
trotz der ziemlich betrachtlichen Schwankungen der Einzelwerte eine 
gewisse Konstanz auf. Wir kénnen fiir den Aminosaéuregehalt Durch- 
schnittswerte angeben, welche sich durch fehlerkritisch gesicherte 
Differenzen voneinander unterscheiden. Eine Ausnahme bilden Eu- 
globulin und Pseudoglobulin I, welche fiir alle untersuchten Amino- 
siuren in den von uns untersuchten 32 Fallen innerhalb der Fehler- 
grenzen identische Werte aufweisen. 

Dem Gedankengang von Bergmann und Niemann folgend berech- 
neten wir auf Grund der Mittelwerte der Aminosdurebestimmungen die 
Periodenzahlen fiir die durch uns analysierten Aminosiuren im Euglo- 
bulin und Pseudoglobulin I. Das auf diese Weise erhaltene minimale 
Molekulargewicht von 34500 stimmt mit dem Svedbergschen Micellen- 
gewicht sehr gut iiberein. 

Um eine Erklarung fiir die Schwankungen der Einzelwerte zu 
geben, welche die Fehlergrenzen der Methoden weit iiberschritten, 
versuchten wir fiir die verschiedenen Aminosauren nicht bloB eine, son- 
dern-mehrere Periodenméglichkeiten anzunehmen, die alle auf Grund 
des Micellengewichts von 34500 berechnet wurden. Die einzelnen 


Analysenergebnisse wurden den verschiedenen Periodenméglichkeiten 
. + . . 
entsprechend gruppiert. Aus der oft sehr guten Ubereinstimmung der 
berechneten und experimentell gefundenen Betrage scheint uns die 
Annahme berechtigt, daB der Aminoséuregehalt der Plasmaeiweibfrak- 
tionen nicht beliebige Werte annehmen kann, sondern bloB solche, die 
durch die verschiedenen Periodenméglichkeiten determiniert sind. 


Literatur. 


1) P. Balint u. M. Balint, diese Zeitschr. 805, 310, 1940. — 2) Jen- 
drassik u. Polgadr, ebenda 805, 237, 1940. — 3) Jendrassik u. Cleghorn, 
ebenda 274, 189, 1934. — 4) Howe, J. of biol. Chem. 49, 109, 1921; 57, 235, 
1923. — 5) P. Balint, diese Zeitschr. 299, 133, 1938. — 6) Jorpes u. Thoren, 
Biochem. J. 26, 1504, 1932. — 7) Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 3, 
1933. — 8) Piitter, Die Auswertung zahlenmaBiger Beobachtungen in der 





Chemische Zusammensetzung der menschlichen BluteiweiBkérper. Il. 315 


Biologie. Berlin u. Leipzig, W. de Gruyter, 1929. — 9) Linderstrom-Lang, 
Ergebn. d. Physiol. 35, 415, 1933. — 10) Bergmann u. Niemann, J. of biol. 
Chem. 115, 77, 1936; 118, 311, 1937. — 11) The Svedberg, Kolloid-Zeitschr. 
51, 10, 1930. — 12) Butler u. Montgomery, J. of biol. Chem. 99, 173, 1932/33. 
— 13) Wuhrmann, Klin. Wochenschr. 18, 529, 1939. — 14) Wuhrmann u. 
Leuthardt, Helv. Med. Acta 5, 539, 1938. — 15) Butler, Blatt u. Southgate, 
J. of biol. Chem. 109, 755, 1935. — 16) Abderhalden, Fermentforsch. 14, 
443, 1935. — 17) Hewitt, Biochem. J. 30, 2229, 1936. — 18) Hartley, ebenda 8, 
541, 1914. — 19) Groh u. Weltner, diese Zeitschr. 273, 389, 1934. — 20) P. Ba- 
lint, Dissertation, Budapest 1936. — 21) Lang u. Braun, Arch. f. exper. 
Path. 167, 768, 1932. 22) Metzger, C. r. soc. biol. Paris 111, 52, 1932. 
23) Fischer u. Blankenstein, diese Zeitschr. 220, 380, 1930; 224, 211, 19380; 
998, 437, 1930: 2381, 404, 1931. — 24) Goldschmidt u. Kahn, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 188, 19, 1920. — 25) Lang, Arch. f. exper. Path. 145, 88, 
1929. — 26) Schenck, Ergebn. d. inn. Med. 46, 274, 1934. — 27) Abderhalden 
u. Siebel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 238, 169, 19386. — 28) Lang, Arch. f. 
exper. Path. 178, 372, 1935. — 29) Dirr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 260, 
65, 19389. — 30) Derselbe, Ergebn. d. inn. Med. 57, 260, 1939. 











Die Trennung von biologischen Fettstoffen 
aus ihren natiirlichen Gemischen durch Anwendung 
von Adsorptionssiiulen'. 

Il. Mitteilung: 

Abtrennung der phosphor- und stickstofffreien Lipoidfraktionen. 
Von 
Wolfgang Trappe. 

(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin.) 

(Eingegangen am 14, August 1940.) 

Mit 1 Abbildung im Text. 


In der ersten Mitteilung? einer Folge von Veréffentlichungen tiber 
die Arbeiten des Verfassers, welche das Ziel haben, die biologischen 
Fettistoffe aus ihren natiirlichen Gemischen mit Hilfe von Adsorptionssdulen 
nach dem Frinzip der chromatographischen Adsorptionsmethode zu frak- 
tionieren, wurde zunachst die Abhangigkeit der Adsorption der Fett- 
stoffe von der Beschaffenheit des Adsorbens und insbesondere von der 
Natur des Lésungsmittels durch systematische Adsorptionsversuche 
unter definierten Bedingungen untersucht. Dabei wurde festgestellt, 
daB sich, unabhangig von der Natur des im Adsorptionsversuch ver- 
wandten Adsorbens und Adsorbendums, eine gesetzmaBige Reihe der 
Lésungsmittel abnehmenden Elutionsvermégens aufstellen laBt, welche 
als die eluotrope Reihe der Lésungsmittel bezeichnet wurde. Hierdurch 
ergibt sich, wie spater gezeigt werden wird, fiir die chromatographische 
Fraktionierung der Fettstoffe die Méglichkeit der planmaBigen An- 
wendung einer groBen Zahl von Eluenten fein abgestufter Elutionskraft. 

In dieser Mitteilung soll nun iiber die Ergebnisse von systematischen 
Adsorptionsversuchen iiber die Adsorbilitat der verschiedenen in Frage 
kommenden Fettstoffe bzw. Fettstoffgruppen und die Méglichkeit der 
Ausnutzung der unter geeigneten Bedingungen sich ergebenden unter- 
schiedlichen Adsorptionsaffinitaten zu ihrer Fraktionierung mit Hilfe 
von Adsorptionssaulen berichtet werden. Zuniachst sollen dabei nur die 
phosphor- und stickstofffreien Lipoidfraktionen, und zwar die Kohlen- 
wasserstoffe, Cholesterinester, Triglyceride, Sterine (Cholesterin) und dic 
freien Fettsiuren Beriicksichtigung finden. An Beispielen von kiinst- 
lichen und natiirlichen Lipoidgemischen wird gezeigt werden, daB sich 


' Zum Patent angemeldet. — 2 Trappe, diese Zeitschr. 805, 150, 
1940. 
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tatsachlich durch Anwendung der chromatographischen Technik unter 
geeigneten Bedingungen eine Abtrennung der einzelnen Fraktionen 
erreichen laBt. 


Bevor auf die Ergebnisse der Untersuchungen eingegangen werden 
soll, sei eine kurze Ubersicht iiber die gegenwértigen Maéglichkeiten zur 
Fraktionierung der Lipoide, worunter die Gesamtheit der lipoidléslichen 
Stoffe in biologischem Material verstanden werden soll*, gegeben. 
Es ergibt sich dabei, daB die bisherigen methodischen Erfolge trotz aller 


Bemiithungen auBerordentlich unbefriedigend sind. Line quantitative 


Abtrennung der einzelnen Fetthirpergruppen bzw. deren Einzelindividuen 
ist — abgesehen von dem nicht veresterten Cholesterin — his heute 
unmoglich! Die Schwierigkeiten bei der Fraktionierung der Lipoide 
ergeben sich zum Teil aus der Tatsache, dab ja definitionsgemaB gerade 
das gleiche physikalische Verhalten dieser Stoffe, namlich ihre Léslich- 
keit in organischen Lésungsmitteln — konstitutionell bedingt durch das 
Vorherrschen apolarer Gruppen im Molekiil dazu gefiihrt hat, sie 
in einer gesonderten K6érperklasse zusammenzufassen. Obwohl gewisse 
Unterschiede in der Léslichkeit einiger Lipoide verschiedenen Lésungs- 
mitteln gegeniiber bestehen, reichen diese Differenzen doch héchstens 
dazu aus, um bei geniigendem Ausgangsmaterial unter groBen Verlusten 
Praparate einzelner Lipoidfraktionen zu gewinnen, Erschwerend macht 
sich hierbei noch die gegenseitige Beeinflussung der Lipoide in ihren 
Léslichkeitsverhaltnissen geltend. So ist es z. B. méglich, aus groBen 
Mengen lipoidreicher Organe durch geeignete, haufig wiederholte 
Fallungen aus verschiedenen Lésungsmittelgemischen bei Einhalten 
bestimmter Temperaturen einzelne Phosphatide und Cerebroside rein zu 
gewinnen!, — Ebensowenig ist es méglich, die freien Fettsdéuren aus dem 
Lipoidextrakt quantitativ zu erhalten. Es gilt fiir diese das gleiche wie 
fiir die Phosphatide und Cerebroside. Wegen der relativen Léslichkeit 
der fettsauren Salze in organischen Lésungsmitteln und der gegenseitigen 
Beeinflussung der Lipoide in ihren Léslichkeitsverhaltnissen geht beim 
Ausschiitteln einer wisserigen, alkalischen Lésung mit organischen 
Solventen ein Teil derselben in diese iiber. — Cholesterinester, Neutral- 
fette und Kohlenwasserstoffe lassen sich dagegen aus ihrem Gemisch 
wegen ungeniigender Differenzen in ihren Léslichkeitsverhaltnissen 
und dem Fehlen geeigneter Fallungsmittel tiberhaupt nicht darstellen. 
Nur unter besonders giinstigen Verhaltnissen ist es Windaus2 im Jahre 
1910 gelungen, nach Entfernung des freien Cholesterins mit Digitonin 


* In gleichem Sinne wird auch von Fetten, Fettstoffen usw. gesprochen, 
— ! Tierfelder u. Klenk, Die Chemie der Cerebroside und Phosphatide. 
Berlin, Jul. Springer, 1930. — * Windaus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 
110, 1910. 
Biochemische Zeitschrift Band 306. 99 
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durch wiederholtes Umfallen eines Lipoidextraktes aus pathologisch 
verfetteten Nieren mit enormer Anhaufung von Cholesterinestern aus 
Ather-Alkohol nach Entfernung des freien Cholesterins Fraktionen von 
Cholesterinestern zu erhalten, die durch weiteres Umfallen ihren Schmelz- 
punkt nicht mehr veranderten. Es sei noch erwahnt, daB neuerdings 
Wessel! in einer Dissertation mitteilt, er habe einzelne Cholesterinester- 
fraktionen aus Serumlipoiden durch Kristallisation aus Alkohol erhalten. 
Dabei fand eine vorherige Abtrennung des freien Cholesterins nicht statt ! 

- Das einzige Lipoid, das sich tatsichlich quantitativ auch in kleinsten 
Mengen von den iibrigen natiirlichen Lipoiden abtrennen aft, ist das 
nicht veresterte Cholesterin. Windaus? fand im Jahre 1909, daB ver- 
schiedene Sterine mit gewissen Saponinen schwer lésliche Additions- 
verbindungen eingehen. So kann man freies Cholesterin mit Digitonin 
unter geeigneten Bedingungen quantitativ ausfillen. Die Methode hat 
den Nachteil, daB man das teure Digitonin in sehr groBem Uberschuf 
zugeben mu, daB das gewonnene Cholesterin als Digitonid vorliegt, 
und da die restlichen Lipoidfraktionen durch das iiberschiissige Digi- 
tonin verunreinigt werden. — Die chromatographische Adsorptions- 
methode wurde bisher offensichtlich wegen der Schwierigkeiten, welche 
die Chromatographie einer Vielzah] von farblosen Substanzen bietet, 
zur systematischen Fraktionierung von Gesamtlipoidextrakten nicht 
herangezogen. 

Ubersichtlich zusammengefaBt ergeben sich demnach gegenwartig 
folgende Méglichkeiten zur Isolierung der natiirlichen Fettstoffe aus 
ihrem Gemisch: A. Mdéglichkeit quantitativer Abtrennung: nicht ver- 
estertes Cholesterin; B. Prédparative Darstellungsméglichkeit unter 
groben Verlusten: freie Fettsauren, Phosphatide, Cerebroside ; C. Keiner- 
lei Abtrennungsmdglichkeiten: Kohlenwasserstoffe, Cholesterinester, 
Neutralfette. 

Infolge der geschilderten methodischen Schwierigkeiten sind wir 
iiber die Zusammensetzung und die Natur der Lipoide in den ver- 
schiedenen Organen ungeniigend orientiert. Insbesondere fehlen genaue 
Kenntnisse dariiber, welche Fettsdwren an verestertes Cholesterin ge- 
bunden sind. Angaben iiber den Gehalt von freien Fettsdéuren und deren 
Natur in Lipoidextrakten aus organischem Material gehen weit aus- 
einander. Ebenso ist die Frage nach dem Vorkommen bzw. der Natur 
von Kohlenwasserstoffen in Fetten noch ungeklart. Auch fehlen syste- 
matische Untersuchungen tiber die Zusammensetzung der Phosphatid- 
fraktion verschiedener Organe. — Zum Zweck der Fettanalyse nimmt 
man zu dem Hilfsmittel indirekter Bestimmungsmethoden Zuflucht. 


1 Wessel, Dissertation, Freiburg 1937. — * Windaus, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 42, 238, 1909. 
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Wie bereits in der ersten Mitteilung erwihnt, kann man neben der 
gebrauchlicheren Ausfiihrung der chromatographischen Adsorptions- 
methode, bei welcher nach der Entwicklung des Chromatogramms die 
Saule aus dem Adsorptionsrohr herausgedriickt und nach ihrer Zer- 
teilung entsprechend den einzelnen Zonen der Adsorbate die Kom- 
ponenten eluiert werden, auch sogenannte ,,fliissige Chromatogramme'‘ 
herstellen. Hierbei wird das Durchstr6émen der Saule mit einem geeig- 
neten Lésungsmittel so lange fortgesetzt, bis die einzelnen Komponenten 


des Chromatogramms die ganze Lange der Saule passiert haben und mit 
dem Lésungsmittel in die Vorlage, welche in regelmaBigen Abstainden 
gewechselt werden mu, gelangen. Man erhalt auf diese Weise ein 


Chromatogramm, bei welchem seine Komponenten nicht in adsorbierter, 
sondern in geldster Form vorliegen. Durch sofortiges Vertreiben des 
Elutionsmittels der einzelnen Fraktionen kann man den Verlauf der 
Chromatographie fortlaufend verfolgen. 

Die Technik der ungebrauchlicheren ,.fliissigen Chromatographie‘ 
hat gegeniiber der ,,normalen‘‘ Chromatographie insbesondere bei der 
Fraktionierung farbloser Substanzen mannigfache Vorteile. Der Nachweis 
der gewonnenen Fraktionen gelingt, wie gesagt, durch einfaches Ver- 
treiben des Lésungsmittels, wahrend der Nachweis auf der Siule — ab- 
gesehen von gefarbten Anteilen in manchen Fallen nur durch lokale 
Farbreaktionen (Pinselmethode) oder durch Fluoreszenz im_ ultra- 
violetten Licht (Ultrachromatographie), in vielen anderen Fallen 
aber — wie bei der Mehrzahl der Lipoide — gar nicht méglich ist. Das 
technisch nicht ganz einfache HerausstoBen der Saule aus dem Ad- 
sorptionsrohr, die Zerteilung derselben, sowie die Elution der Frak- 
tionen eriibrigt sich, da sie bereits in geléstem Zustand vorliegen. Als 
wichtigster Vorteil der ,,fliissigen Chromatographie‘ kommt schlieBlich 
hinzu, daB es nur bei ihr méglich ist, bei ein und derselben Adsorptions- 
siiule nacheinander Eluenten steigender Elutionskraft anzuwenden, um 
so die Stoffe zunehmender Adsorptionsaffinitaét nacheinander zu frak- 
tionieren. Bei der ,.normalen‘‘ Chromatographie wiirde man hierdurch 
bereits getrennte Fraktionen wieder vereinigen. Aus diesen Griinden 
kommt fiir die chromatographische Fraktionierung eines Lipoid- 
extraktes, welcher eine groBe Zahl von verschiedenen farblosen Sub- 
stanzen enthalt, nur die Technik der _,,fliissigen Chromatographie‘ 
in Frage. 

Die technische Apparatur zur Herstellung_,,fliissiger Chromato- 
gramme‘ ist sehr einfach. Abb. 1 zeigt die von uns benutzte Ein- 
richtung. 

Als Adsorptionsrohre benutzen wir einfache Glasrohre nach Art der 


Allihnschen Rohre zur Zuckerbestimmung (Schott u.Gen., Jena, 15aG4), 
welche unten durch eine eingeschmolzene Glasfilterplatte abgeschlossen 
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sind und in einem engeren AblaBrohr enden. Auf Wunsch hat uns die 
Firma Schott u.Gen., Jena, soleche ausgezeichnet brauchbaren Rohre mit 
verschiedenen MaBen angefertigt (Durchmesser 20 bis 40 mm, Hohe iiber 
der Filterplatte 150 bis 250 mm, Lange des AblaBrohres 160 mm). Man kann 
sich auch durch Anschmelzen von zylindrischen Glasrohren auf gew6hnliche 
Glasfilternutschen geeignete Adsorptionsrohre leicht herstellen. Von 
Wichtigkeit ist die richtige Wahl der PorengréBe der Glasfilterplatte. Bei 
einer Korngr6éBe 4, der ein mittlerer Porendurchmesser von 5 bis 15 uv 
entspricht (Angabe der Herstellerin), wird jedes von uns benutzte Adsorptions- 
mittel vollstandig zuriickgehalten, 
wahrend organische Lésungsmittel ge- 
niigend schnell hindurchflieBen. Ledig- 
lich bei der Anwendung von reinen 
Alkoholen und Aceton als Elutions- 
mittel kann es vorkommen, daB Pulver- 
partikelchen das Glasfilter passieren. 
Zur Anfertigung eines _ ,,fliissigen 
Chromatogramms" ist es sehr zweck- 
maBig, das Adsorptionsrohr statt wie 
iibliceh auf eine Waschflasche, auf 
einen gewdhnlichen Vakuumexsik- 
kator, welecher sowohl im Deckel wie 
seitlich einen Stutzen besitzt, zusetzen. 
Man kann auf diese Weise zum Aut- 
fangen des Eluates GefaBe beliebiger 
Form und GréBe benutzen, welche sich 
leicht auswechseln lassen, wenn das 
AblaBrohr des Adsorptionsrohres in 
das AuffanggefaB hineinragt und der 
untere Teil des Exsikkators, der mit 
Sand angefiillt ist, durch eine Glas- 
platte abgeschlossen wird. Es 1laBbt 
sich dann die Vorlage mit dem Deckel 
des Exsikkators zusammen leicht verschieben. Mit einem Dreiwegehahn 
am seitlichen Stutzen laBt sich die Verbindung mit einer Wasserstrahl- 
pumpe nach Belieben herstellen oder das Vakuum aufheben. Die Regulation 
des Vakuums geschieht durch einen seitlichen Gummischlauch mit Klemm- 


Abb. 1. 


schraube. 

Um nun geeignete Bedingungen zur Fraktionierung von Fettstoff- 
gemischen mit Hilfe von Adsorptionssaulen zu finden, ist es wie gesagt 
notwendig, die Adsorbilitdtsverhdltnisse der in Frage kommenden Lipoid 
in systematischen Adsorptionsversuchen kennen zu lernen. Wir haben 
zu diesem Zweck in zahlreichen Versuchen die Bestimmung der ,,Ad- 
sorptionswerte’* gemaf der in der ersten Mitteilung gegebenen Definition 
mit folgenden, als Bestandteile von Lipoidextrakten aus biologischem 
Material in erster Linie in Frage kommenden Fettstoffen bzw. leicht 
erhaltlichen Praparaten durchgefiihrt: Kohlenwasserstoffe: Paraffinum 


liquidum, Ceten («-Hexadecylen); Cholesterinester: Cholesterinstearat, 
Cholesterinpalmitat, Cholesterinoleat, Cholesterinbut yrat, Cholesterin- 
acetat; Triglyceride: Tristearin, Tripalmitin, Triolein, Trielaidin; 
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Sterine: Cholesterin; Fettsdéuren: Stearinsiure, Palmitinsdure, Olein- 
siure, Elaidinsiure, Linolsiure, Linolensiure. Die Versuche haben 
sehr bald gezeigt, daB die Adsorptionsaffinitat der genannten Lipoid- 
fraktionen — unabhangig von der Natur des im Adsorptionsversuch 
verwandten Adsorbens und Lésungsmittels in der Reihenfolge ihrer 
Aufzihlung zunimmt. Nur bei der Verwendung von ,,Erden‘ als 
Adsorptionsmittel tritt eine Anderung in der genannten Reihenfolge 
der Adsorbilitat der Lipoide ein, indem die Triglyceride und das freie 
Cholesterin ihre Platze vertauschen, Cholesterin also weniger stark 
adsorbiert wird als die Triglyceride. Diese Verhialtnisse sind weiter 
unten bei der Besprechung der fiir die Chromatographie der Lipoide 
geeigneten Adsorptionsmittel aus den Tabellen zu ersehen. An dieser 
Stelle sei schon erwahnt, daB die bei weitem starkste Adsorbilitaét von 
allen Lipoidfraktionen die Phosphatide besitzen. 

Wie bereits in der ersten Mitteilung angefiihrt, zeigt die , ,hydrophobe* 
Kohle mit geringer, gegeniiber den iibrigen ,,hydrophilen** Adsorptions- 
mitteln mit grober Benetzungswairme in Wasser ein ganz abweichendes 
Verhalten bei Adsorptionsversuchen. Die genannte Reihe zunehmender 
Adsorbilitat der Lipoide erfahrt eine direkte U'mkehr. Tabelle I zeigt 
die ,,Adsorptionswerte*‘ verschiedener Vertreter der Lipoidfraktionen 
an Carbo medicinalis ,, Merck‘ bei der Adsorption aus Methylenchlorid 
und Benzol. 

Tabelle I. Adsorptionswerte. 
Adsorbens: Carbo medicinalis ,,Merck**. 





Methylen- 


- Benzol 
chlorid — 


Lipoide 


Olsaure 30,4 39,2 
Triolein 53,3 41.8 
Cholesterin 81,2 66,9 
Stearins. Cholesterin 95,8 81.4 

Wegen der starken Aktivitaét der Kohle wurde bei diesen Versuchen 
ausnahmsweise an eine kleinere Menge Carbo medicinalis adsorbiert, 
als nach der Definition des Adsorptionswertes dem ,,Volumengewicht 
entspricht. Zu 5,0cem einer 100mg%igen Lipoidlésung wurden 
0.05 ¢ Kohle zugesetzt. 

Die systematischen Adsorptionsversuche haben ferner gezeigt, 
daB die einzelnen, als Bestandteile von Lipoidextrakten aus biologischem 
Material in Frage kommenden Vertreter der genannten Lipoidfraktionen 
untereinander nur geringe Unterschiede in ihrer Adsorbilitdét zeigen. 
Daraus geht hervor, daB die Natur der Fettséuren — ihre Kettenlange 
bzw. das Vorhandensein von Doppelbindungen —, mit welchen die 
Lipoide verestert sind, gegeniiber der Gesamtkonstitution der Molekiile 
in ihrer Bedeutung fiir die Adsorption nur eine geringe Rolle spielt. 
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So nimmt z. B. die Adsorbilitat des gebundenen Cholesterins mit ab- 
nehmender Kettenlinge der Fettsiure nur wenig zu, so daB die Ad- 
sorptionswerte von stearinsaurem und essigsaurem Cholesterin keine 
grobe Differenzen zeigen. Auch die cis-trans [somerie der ungesattigten 
Fettsauren ist fiir den Adsorptionswert belanglos, da Triolein bzw. 01- 
saure ceteris paribus den gleichen Adsorptionswert haben wie Trielaidin 
bzw. Elaidinsiure. Dagegen erhéht das Vorhandensein der hydro- 
philen Carboxy!gruppe die Adsorptionsaffinitaét in sehr starkem MaBe, 
wie aus der Reihe der Lipoide zunehmender Adsorbilitaét hervorgeht, 
an derem Anfang die schwer adsorbierbaren aliphatischen Kohlenwasser- 
stoffe und an derem Ende die leicht adsorbierbaren Fettsaéuren stehen. 
Aus dem Gesagten geht hervor, daB es wohl méglich sein mu, mit 
Hilfe der chromatographischen Adsorptionsmethode die Fettkérper- 
gruppen voneinander zu trennen, daB es jedoch sehr fraglich erscheint, 
ob sich Bedingungen finden lassen, um auf diese Weise reine Fraktionen 
einzelner Fettstoffe — abgesehen von dem nicht veresterten Cholesterin - 
zu erhalten. Dahingehende Versuche sind geplant. Zunichst wollen wir 
uns damit begniigen, mit der Technik der ,,fliissigen Chromatographie“ 
die verschiedenen Fettkérpergruppen aus ihrem Gemisch zu isolieren. 

Fiir die genannte Art der chromatographischen Adsorptions- 
methode liegen ideale Verhaltnisse vor, wenn sich fiir jedes der ad- 
sorbierten Anteile ein streng auswahlendes Elutionsmittel finden laBt. 
Es war deswegen unser Bestreben, durch unsere Adsorptionsversuche 
Bedingungen zu finden, unter denen die Adsorbilitaét der verschiedenen 
genannten Lipoidfraktionen méglichst groBe Differenzen zeigen, wodurch 
sich auf einer Adsorptionssiule ebenfalls groBe Unterschiede in der 
Wanderungsgeschwindigkeit ergeben miissen. Lassen sich nun durch 
Anwendung von Eluenten zunehmenden Elutionsvermégens  solche 
Differenzen in der Adsorbilitét jeweils zwischen den verschiedenen 
Lipoidfraktionen zunehmender Adsorptionsaffinitat fiir ein- und dasselbe 
Adsorbens finden, so miissen sich die oben genannten idealen Be- 
dingungen fiir die ,,fliissige Chromatographie‘‘ verwirklichen lassen. 

Von den 28 verschiedenen, von uns untersuchten Adsorptionsmitteln 
haben sich nur sehr wenige als brauchbar fiir die chromatographische 
Fraktionierung der Lipoide herausgestellt. Besondere Schwierigkeiten 
waren bei den Versuchen durch Verdnderungen, welche verschiedene 
Lipoide auf bestimmten Adsorptionssdulen diberraschenderweise erleiden, 
bedingt. Im folgenden sollen nun die in Frage kommenden Adsorbenten 
und die Bedingungen fiir eine erfolgreiche Trennung der Fettstoffe 
besprochen werden. 


Al, 0, standardisiert nach Brockmann (Merck). 


Eines der wenigen standardisierten Adsorptionsmittel fiir die 
chromatographische Adsorptionsmethode von gleichmaBiger Qualitat ist 








die 
Da 
ert: 
Li 
Eh 
ko! 
ein 
Ra 


we 


Pe 
Te 
Be 
Ch 
H( 











Die Trennung von biologischen Fettstoffen usw. IT, 323 


die Fasertonerde nach Brockmann, hergestellt von der Firma Merck. 
Darmstadt, die sich daher in der Chromatographie grofer Beliebtheit 
erfreut. Die Tabelle II zeigt die Adsorptionswerte von verschiedenen 
Lipoiden der oben genannten Fraktionen bei Anwendung von 
Al,O, st.n. Br. und von verschiedenen Lésungsmitteln zunehmenden 
Elutionsvermégens. Da wie gesagt die Adsorbilitét der in Frage 
kommenden Fettstoffe der verschiedenen Fettstoffgruppen unter- 
einander nur geringe Unterschiede aufweist, wird aus Griinden der 
Raumersparnis fiir jede Fettkérpergruppe jeweils nur der Adsorptions- 
wert eines Vertreters angegeben. Wie die Tabelle IL zeigt, laBt sich fiir 


Tabelle I]. Adsorptionswerte. 


Adsorbens: Al,O, st. n. Brockmann. 





Chole- 








Lisungsmittel nile sterinester Triglyceride (Chole. Fettsiuren 
(Ceten) (stearins. — (Triolein) sterin) (Olsiiure) 
Cholest.) . 

Petrolather, Sdp. 30—50° 14,1 95,1 100,0 100,0 100,0 
Tetrachlorkohlenstoff.... 8,2 14,0 96.8 97,5 98,5 
PE Reb vine oes ee 0,0 0.0 41,4 89,0 99,0 
RNOPOROEIN 6.0 ss. 6ce no 0c 0,0 0,0 0,0 16,8 97,0 
HCl-essigsaures Athyl ... 00 | 0,0 0,0 0,0 1,4 


jede an Al,O, st.n. Br. adsorbierte Lipoidfraktion ein ,,spezifisches*‘ 
Elutionsmittel finden. Die Differenzen in der Adsorbilitat gegeniiber 
den Lipoidfraktionen nachst héherer Adsorptionsaffinitaét sind sehr 
groB, so daB ideale Bedingungen fiir die vollstandige Fraktionierung 
eines Lipoidextraktes bei Anwendung von Al,O,-Saéulen vorzuliegen 
scheinen. Leider hat sich diese Annahme nicht vollstandig bestatigt, 
da unerwarteterweise sowohl die Triglyceride als auch die freien Fett- 
sduren auf einer Saéule von Al,O, st.n. Br. eine Verainderung erfahren. 
Saugt man Triglyceride gelést in CCl, in eine Saule aus Al,O, ein und 
laBt sie dann eine langere Zeit mit CCl, durchstrémen, so sind diese 
danach mit Benzol nicht mehr eluierbar, obwohl sie aus Benzol nur sehr 
schwach an Al,O; adsorbiert werden! Selbst mit Athylather, welcher 
20% Athylalkohol enthalt, gelangt nur noch ein Teil der eingesaugten 
Menge in die Vorlage. Ein weiterer Anteil ]4Bt sich mit HCl-haltigem 
essigsaurem Athyl eluieren. Diese Fraktion besteht aus freien Fett- 
siuren und verbraucht nach dem vollstindigen Vertreiben des HCI- 
essigsauren Athyl im geheizten Vakuumexsikkator eine entsprechende 
Menge KOH. Es findet also auf einer Siule von Al,O, st. n. Br. 
(insbesondere bei Steigerung der Aktivitaét des Adsorbenten durch 
mehrstiindiges Erhitzen auf etwa 125°) bei Abwesenheit von H,O 
eine Verseifung von Triglyceriden statt. Diese interessante Feststellung 
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soll noch eine nahere Untersuchung erfahren. Es wird vermutet, da 
diejenige Fraktion, welche sich nicht mehr mit Benzol, wohl aber noch 
mit Alkoholather eluieren 1iBt, aus Di- oder Monoglyceriden besteht. 
Die Fettsduren erfahren an Al,Og, offenbar eine polare Adsorption (Aus- 
tauschadsorption); sie sind nur mit séurehaltigen Eluenten eluierbar. 
Wie schon gesagt, erfahren auch die Fettséuren auf der Al,Os3-Saule 
eine Veranderung. Nach langerem Durchsaugen von CCl, oder CHCl, 
ist Olsiure nur noch zum Teil mit HCl-essigsaurem Athyl eluierbar. 
Dabei nimmt ihre Jodzahl ab. Es handelt sich also wahrscheinlich um 
Autoxydationsvorginge. 


Sehr gut brauchbar ist jedoch die Fasertonerde nach Brockmann 
zur quantitativen Abtrennung von aliphatischen Kohlenwasserstoffen wnd 
Cholesterinestern aus Lipoidgemischen, wobei die ersteren mit Petrol- 
iither, die letzteren mit Tetrachlorkohlenstoff eluiert werden. Wie ent- 
sprechende Versuche ergeben haben, erleiden die Cholesterinester auf 
der Saule keine Veranderungen. 


1. Versuch. 


351,5 mg eines kiinstlichen Lipoidgemisches: 49,4 mg Kohlenwasser- 
stoffe (19,6 mg Ceten, 29,2 mg Paraffin); 108,4 mg Cholesterinester (71,9 mg 
élsaures Cholesterin, 35,7 mg stearinsaures Cholesterin); 60,3 mg_ Tri- 
glyceride (45,7 mg Triolein, 14,6mg _ Tristearin); 69,0 mg Cholesterin; 
64,4 mg Fettsauren (38,8 mg Olsdure, 25,6mg Palmitinsdure) gelést in Petrol- 
iither (Siedep. 30 bis 50°). Saéule aus 25,0 g Al,O, st. n. Br.: Durchmesser 
25mm, Héhe 52mm, Inhalt 25,5cem; Lipoidgemisch mit etwa 25 cem 
Petrolaither quantitativ in die Saule eingesaugt. Vorlage jeweils nach dem 
Durchsaugen von 25 cem Elutionsmittel gewechselt. 


Den Verlauf der chromatographischen Fraktionierung zeigt die 


Tabelle ITI. 


Tabelle III. Chromatographie von 351,5mg eines kiinstlichen 
Lipoidgemisches. 


Saiule aus Al,O, st. n. Brockmann. 





Cholesterinester 
(stearinsaures u. dlsaures 
Cholesterin) 


Kohlenwasserstoffe 
Petrolither (Paraffin, Ceten) Tetrachlorkohlen- 
ecm stoff ccm 








mg mg 


25 56,6 
(50) 25 (50) 49,2 
(75) 25 (75) 1,8 
(100) 25 (100) 0,0 
25 (125) 0,0 
25 (150) 0,0 


eluiert: 107,6 


eluiert: 
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Abgesehen davon, daB die Mengen der durch Chromatographie 
auf einer Al,O,-Saiule wiedergewonnenen Fraktionen mit den ent- 
sprechenden Einwaagen jeweils iibereinstimmen, ist der Beweis ihrer 
Kinheitlichkeit per exclusionem gefiihrt worden, indem durch qualitative 
Proben Verunreinigungen durch andere in Frage kommende Lipoid- 
fraktionen ausgeschlossen wurden. Die hierbei angewandte Methodik 
soll am Schlu8 der Arbeit besprochen werden. Zu den empfindlichen 
qualitativen Proben wurde soviel Material verwendet, daB auch sehr 
geringe Mengen von Verunreinigungen nachweisbar wurden. Die 
Tabelle IV gibt den Ausfall der qualitativen Proben an. 


Tabelle IV. Priifung der Fraktionenauf Einheitlichkeit (1. Versuch). 





Verestertes 
Freies und Cholesterin 
verestertes | (Lieber- Freies Triglyceride Fettsiiuren 
Fraktionen und Elutionsmittel || Cholesterin mann sc he Cholesterin (Giycerin- (Titration 
(Lieber- | Reaktion | (Digitonin-  jachweis) | mit KOH) 
mannsche | __ bach fiillung) 
Reaktion) Digitonin- 
fillung) 
Kohlenwasserstoffe 
(Petrolather) 


Cholesterinester 
(Tetrachlorkohlenstoff) . 


2. Versuch. 

328,2 mg Lipoide aus menschlichem Serum, gelést in 10 cem Petrol- 
iither (Siedep. 30 bis 50°); Saule wie im ersten Versuch; Vorlage jeweils 
nach dem Durchsaugen von 25 ccm Elutionsmittel gewechselt. 

Das Ergebnis des Versuchs geht aus den Tabellen V und VI hervor. 

In die ,,Kohlenwasserstofffraktion’’ gelangt nur ein sehr geringer 
Anteil, naimlich 0,12%, der Gesamtlipoide. Uberraschenderweise gibt 
diese Fraktion eine positive Liebermannsche Reaktion. Da diese Farb- 
reaktion fiir cholesterinahnliche Verbindungen spezifisch ist, geht aus 


Tabelle V. Chromatographie von 328,2 mg Serumlipoiden. 
Saule aus Al,O, st. n. Br. 





Petrolither Kohlenwasserstoffe Tetrachlorkohlen- Cholesterinester 


ecm stoff ccm ; 
mg 0/5 mg 





25 0,4 83,6 
25 (50) 0,0 25 (50) 41,2 
25 (75) 0,0 25 (75) 2.3 
25 (100) 0,0 25 (100) 


ae (125) 
eluiert: 0,4 (150) 


eluiert: 














326 W. Trappe: 


Tabelle VI. Priifung der Fraktionen auf Einheitlichkeit (2. Versuch) 





| Verestertes 
Freies und Cholesterin Trigh ™ 
7 || verestertes | (Lieber- — a ol 
— Cholesterin | mannsche | Cholesterin M } Weitentio ~ phatide 
. || (Lieber- | Reaktion  (Digitonin- ration 
Elutionsmittel (Liebe gitonin- | (G - | mit KOH) 
|| mannsche | __ nach faiilung) 
Reaktion) | Digitonin- 
| fallung) 


(Lipoid- 
phosphor- 
nachweis) nachweis) 


Kohlenwasser- 
stoffe (Petrol- 


Cholesterinester 
(Tetrachlor- 
kohlenstoff) . + 


dem Versuch hervor, daB sich in Serwmlipoiden in sehr kleinen Mengen 
ein Steroid findet und chromatographisch nachweisbar ist, welches weniger 
stark als Cholesterin und Cholesterinester adsorbiert wird. Sehr sorg- 
faltige Versuche mit reinem Cholesterin und Cholesterinestern haben 
ergeben, daB unter den gleichen Bedingungen aus einer Al,O -Saule 
geniigender Kapazitaét mit Petrolither weder Cholesterin oder Chole- 
sterinester in die Vorlage gelangen, noch sich Umwandlungsprodukte 
derselben mit geringerer Adsorptionsaffinitat bilden. Wie in der nachsten 
Mitteilung ausgefiihrt werden wird, haben wir solche katalytischen 
Reaktionen am Cholesterin, wobei Steroide mit geringerer Adsorptions- 
affinitdt entstehen, unter bestimmten Bedingungen bei der Adsorption 
desselben gefunden. Bei Anwendung des alkalischen Aluminiumoxyds 
ist unter den Bedingungen der Chromatographie eine solche Umwandlung 
des Cholesterins jedoch nie beobachtet worden. DaB es sich in unserem 
Falle nicht um ein Umwandlungsprodukt desselben handeln kann, geht 
auch daraus hervor, daB bei Wiederholung der Chromatographie von 
Lipoidextrakten unter gleichen Bedingungen sich nach der Abtrennung 
der ,,Kohlenwasserstofffraktion’’ mit Petrolather nichts mehr eluieren 
1aBt und die Liebermannsche Reaktion negativ ausfillt. Wie bereits 
gesagt, nimmt die Adsorptionsaffinitaét der Cholesterinester mit der 
Lange der veresterten Fettsiure ab. Der Unterschied in der Adsorbilitat 
insbesondere der héheren Ester, ist jedoch nur sehr gering. Der Ester 
mit der langsten Fettsiure, welchen wir gepriift haben, ist das stearin- 
saure Cholesterin. Andererseits ist die Adsorptionsaffinitat der Chole- 
sterinester aus Petrolather an Al,Og st. n. Br. sehr groB (siehe Tabelle IT). 
Durch das Auftreten ungesittigter Bindungen in der Fettsaiurekette 
wird die Adsorbilitét etwas gesteigert. 

Unseres Wissens nach ist damit zum ersten Male in Serumlipoiden: 
auf chemischem Wege ein Steroid nachgewiesen worden, welches nicht 
Cholesterin ist. Die ,,Kohlenwasserstofffraktion“ gab ebenfalls eine 
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positive Liebermannsche Reakticn bei der Chromatographie von mensch- 
lichen Leber- und Nebennierenlipoiden, waihrend das Steroid in einem 
Pferdeserum nicht nachweisbar war. In Anbetracht der geringen 
Adsorbilitat des aufgefundenen Steroids méchten wir vermuten, daB 
es sich hierbei um einen Kohlenwasserstoff handelt, da fiir die Ad- 
sorptionsaffinitat in erster Linie polare (sauerstoffhaltige) Gruppen 
verantwortlich sind. Wir beabsichtigen diese Steroidfraktion einer ein- 
gehenderen Untersuchung zu unterziehen. 

Das genannte Steroid macht nicht die gesamte ,,Kohlenwasserstoff- 
fraktion“ aus, da ein Teil des Riickstandes sich nicht in Essigsaure- 
anhydrid-H,SO, lést und auf der Oberfliche schwimmt oder sich an 
der Wand absetzt. Es ist noch unbewiesen, ob es sich bei diesem Anteil 
tatsachlich um aliphatische Kohlenwasserstoffe handelt. 

In die Cholesterinesterfraktion sind 38,7° der Gesamtlipoide 
gelangt. Die qualitativen Proben zeigen, daB es sich tatsachlich nur 
um Cholesterinester handelt. Andererseits wurde auch bewiesen, daB 
alle Cholesterinester des Extraktes isoliert worden sind. Eine direkte 
kolorimetrische Bestimmung des veresterten Cholesterins — nach Aus- 
fallung des freien Cholesterins mit Digitonin und Verseifung der Ester — 
mit Essigsiure-ZnCl,-Acetylchlorid nach Goertz! in dem Gesamt- 
extrakt ergab einen Wert von 19,7°, wahrend die gleiche Bestimmung 
in der chromatographisch gewonnenen Esterfraktion, auf die Gesamt- 


lipoide bezogen, einen Wert von 19,5 °% lieferte. 


Die angefiihrten Versuche zeigen die Brauchbarkeit des Al,O, 
st.n. Br. zur chromatographischen Gewinnung einiger Fraktionen aus 
einem Gesamtlipoidextrakt. Voraussetzung fiir das Gelingen der Frak- 
tionierung ist die Anwendung eines richtigen Mengenverhdltnisses von 
Adsorbens zu der zu fraktionierenden Lipoidmenge, da die Aufnahme- 
fahigkeit der Saule natiirlich begrenzt ist. Allgemeingiiltige Angaben 
lassen sich nicht machen, da die Kapazitat der Saule von der Zusammen- 
setzung des Lipoidextraktes abhangig ist. Bei einem groBen Anteil an 
verestertem Cholesterin mu die Saéule gréBer gewaihlt werden. Bei 
einem Gewichtsverhaltnis von 1 : 75 diirfte in jedem Fall die Kapazitit 
der Saule ausreichen. 

Bei der Anwendung gréBerer Saulen ist es ratsam, zur Gewinnung der 
».Kohlenwasserstofffraktion’* Petrolither mit einem Siedepunkt von etwa 
50 bis 70° zu verwenden, da sonst bei dem notwendigen héheren Vakuum 
die Saule durch Verdunsten des Petrolathers leicht trockengesaugt wird. — 
SchlieBlich haben wir noch eine MaBnahme angewandt, um einen festen 
Abschlu8 der Al, O,-Séule zu erreichen. Al,O, st. n. Br. ist zum Teil ver- 
haltnisméBig grobkéinig und 14Bt sich nicht so feststampfen, daB eine 
abschlieBende Oberflaiche zustande kommt, ohne daB beim AufgieBen des 


! Goertz, diese Zeitschr. 2738, 396, 1934. 
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Lésungsmittels das Pulver aufgewiihlt wird. Als oberer AbschluB eignet 
sich jedoch sehr gut eine Schicht Kieselgur, welche als faseriges Material gut 
festgestampft eine glatte, feste Oberflaiche ergibt. Wird die Kieselgurschicht 
nicht gut festgestampft oder ist sie zu diinn, so kann sie bei Anwendung 
von Petrolaither durch austretende Luftblasen zerreiBen. Da Kieselgur nu 
eine aéuBerst geringe Adsorptionskraft besitzt, beeinfluBt es den Ablauf de: 
Chromatographie nicht. Es wurde von uns ein Praparat der Firma Schering, 
Berlin, benutzt. Da Kieselgur Bestandteile enthalt, welche sich mit or- 
ganischen Lésungsmitteln eluieren lassen, ist eine vorherige Reinigung 
notwendig. Ein geeignetes Reinigungsverfahren soll bei der Besprechung 
der Erden (III. Mitteilung) als Adsorptionsmittel angegeben werden. — Die 
Tropfgeschwindigkeit beim Durchsaugen des Elutionsmittels regulieren wir 
so, daB pro Minute etwa 1lcem hindurchflieBt. Vor Beginn der Chro- 
matographie soll die Saéule mit dem Lésungsmittel vollstandig durch. 
trankt sein. 
Kieselsiure (Schering). 

Ein anderes fiir die Chromatographie der Lipoide brauchbares 
Adsorbens ist Kieselsdéure. Wir haben fiir unsere Versuche Kieselsaure- 
hydrat rein von der Firma Schering, Berlin (Katalog-Nr. 02089) ge- 
braucht. Da, wie in der ersten Mitteilung gezeigt, das Herstellungs- 
verfahren eines zu Adsorptionszwecken benutzten Materials fiir sein 
Verhalten ausschlaggebend ist, ist es unseres Erachtens unbedingt 
notwendig, die Provenienz von zur chromatographischen Adsorptions- 
methode verwendeten Adsorbenten anzugeben. Durch mehrstiindiges 
Erhitzen im Trockenofen auf etwa 125° laBt sich die Adsorptionskraft 
der Kieselsiure bis zu einem konstanten Optimum erheblich steigern 
(siehe I. Mitteilung). Die Tabelle VII gibt die Adsorptionswerte der 
verschiedenen Lipoidfraktionen bei Anwendung einiger fiir die chromato- 
graphische Fraktionierung in Frage kommender Lésungsmittel fiir 
, aktivierte’’ Kieselséiure an. 

Die Tabelle zeigt, daB sich mit Hilfe einer Saule aus aktivierter 
Kiesélsiure die Kohlenwasserstoffe und die Cholesterinester mit Petrol- 
aither bzw. Trichlorathylen abtrennen lassen und da darauf die rest- 
lichen Fraktionen zusammen mit Athylather eluiert werden kénnen. Die 
Phosphatide bleiben auch bei der Anwendung von Ather adsorbiert. 


Tabelle VII. Adsorptionswerte. 


Adsorbens: aktivierte Kieselsiure (Schering). 





Chole- 
Kohlen- sterinester (ms) ota, Sterine ia ™ 
Lésungsmittel wasserstoffe ene : pa dear (Chole- gb -omaetey 
(Ceten) (Saures Chole- sterin) 
sterin) 


Petrolather 10,2 99,0 100,0 100,0 100,0 
Trichlorathylen | 222 | 98,6 98,2 100,0 
Athylather 00 | 0,0 0,0 0,0 
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Bei der Chromatographie ist darauf zu achten, da das verwendete 
Trichlorathylen keine Salzsiure enthalt, da, wie sich tiberraschender- 
weise gezeigt hat, sowohl freies wie verestertes Cholesterin, aus verschiedenen 
organischen Lésungsmitteln an aktivierte Kieselsiiure adsorbiert, in Gegen- 
wart von HCl katalytisch eine Umsetzung erfdhrt, die sich durch starke 
blaurote Verfarbung des Adsorbates zu erkennen gibt. Da die gleiche 
Erscheinung auch bei Anwendung verschiedener Erden auftritt, soll 
spiter (III. Mitteilung) auf sie naher eingegangen werden. Um das 
Trichlorathylen, welches besonders am Licht leicht HCl abspaltet, 
siurefrei zu halten, bewahren wir es nach vorheriger fraktionierter 
Destillation iiber gepulvertem Na.CO, oder Ca(OH), auf und filtrieren 
jeweils vor dem Gebrauch eine entsprechende Menge ab. 


3. Versuch. 

265,3 mg eines kiinstlichen Lipoidgemisches: 40,7 mg Kohlenwasser- 
stoffe (Ceten), 71,2 mg Cholesterinester (stearinsaures Cholesterin), 48,1 mg 
Triglyceride (Triolein), 72,2 mg Cholesterin, 32,1 mg Fettséuren (Olsaure) 
gelést in 10 cem Petrolather (Siedep. 30 bis 50°); Séule aus 4,0 g aktivierter 
Kieselsiure: Durchmesser 20mm, Héhe 21 mm, Inhalt 6,8 cem; Lipoid- 
gemisch mit 25 cem Petrolather quantitativ in die Saule eingesaugt ; Vorlage 
jeweils nach dem Durchsaugen von 25 ccm Lésungsmittel gewechselt. 


Wie die Tabellen VIII und IX zeigen, wurden die genannten 
Fraktionen wiedergewonnen. 


Tabelle VIII. Chromatographie von 265,3 mg eines kiinstlichen 
Lipoidgemisches. 


Saule aus aktiver Kieselsdure. 





Cholesterinester 
(stearinsaures Chole- 
sterin) 


Kohlenwasserstoffe 
Petrolither (Ceten) Trichlorithylen 
ecm r cem 


mg mg 


40,1 68,8 96.6 

(50) 0,0 25 =(50) 1,9 2,7 
(75) 0,0 25 (75) 0,0 0,0 
(100) 0,0 (100) 0,0 00 


eluiert: 40,1 # eluiert: 70,7 99,3 








| Triglyceride (Triolein) Chole- 


Athylither | sterin, Fettsiiuren (Olsiure) 
ecm bein silasipipaiadeeiapieheiacgemececibal 


mg 9/9 


25 151,8 
25 (50) 1,9 
25 =(75) 0,0 
25 (100) 0,0 
25 (125) 0,0 


eluiert: 153.7 
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Tabelle IX. Priifungder Fraktionenauf Einheitlichkeit (3. Versuch). 





Fraktionen und Elutionsmittel 


Kohlenwasserstoffe 
(Petrolather) 


Cholesterinester (Trichlor- 
athylen) 


Triglyceride, Cholesterin, 
Fettsiuren (Athylather) 


Freies und 
verestertes 
Cholesterin 
(Lieber- 
mann sche 
Reaktion) 


Verestertes 
Cholesterin | 
(Lieber- Freies 
mannsche | Cholesterin 
Reaktion | (Digitonin- 
nach fiillung) 
Digitonin- | 
fiillung) 


4. Versuch. 


Tri- 


glyceride 
(Glycerin- 
nachweis) 


Fettsiuren 
(Titration 
mit KOH) 


1,12 g Nebennierenlipoide in 10cem Petrolather (Siedep. 30 bis 50°) 
gelést; Saule aus 10,0 g aktivierter Kieselsiure: Durchmesser 25 mm, Héhe 
35 mm, Inhalt 17,0 cem; Vorlage jeweils nach dem Durchsaugen von 30 cem 
Lésungsmittel gewechselt. 


Das Ergebnis zeigen die Tabellen X und XI. 


Tabelle X. 


Chromatographie von 
Saule aus aktivierter Kieselsdure. 


112g Nebennierenlipoiden. 














Petroliither Kohlenwasserstoffe Trichloriithylen Cholesterinester 
ccm a OF, ccm aS ee 
| 
30 1,6 0,14 30 478,2 | 42,7 
30 (60) 0,3 0,03 30 (60) 49,1 | 4,4 
30 (90) 0,0 0,0 30 (90) ° 838 0,7 
30 (120) 0,0 0,0 30 (120) 2,0 0,18 
eluiert: | 1,9 0,17 80 (150) Ae | OF 
30 (180) 00 | 0,0 
eluiert: | 537,6 | 48,0 
Xthylather ssc aaa 
ccm a 
mg 0/5 
30 475,7 42,5 
30 (60) 5,8 0,5 
30 (90) } 0,0 0,0 
30 (120) 0,0 0,0 


eluiert: | 481,3 





43,0 
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Tabelle XI. Priifung der Fraktionenauf Einheitlichkeit (4.Versuch). 








Verestertes 


Freies und = T:- 
‘raktione verestertes  (Lieber- Freies benestile ettsduren Phosphatide 
— Cholesterin mannsche Cholesterin B eaacsers phar song (Lipoid- 
Elutionsmittel || (Lieber- | Reaktion (Digitonin- “(Gjycerin- | mit KOH) | Phosphor- 
mann sche nach fillung) nachweis) nachweis) 
Reaktion) Digitonin- 
fillung) 
Kohlenwasser- 
stoffe (Petrol- 
ather) ...... (+) 
Cholesterinester 
(Trichlor- 
athylen)..... “|. ae 
Triglyceride, 
Cholesterin, 
Fettsiuren 
(Athylather) . of. 2. i + ; 


Aus den Nebennierenlipoiden gelangt wie bei den Serumlipoiden 
ein Steroid, welches nicht Cholesterin oder ein Cholesterinester ist, in 
die ,,Kohlenwasserstofffraktion*. Auch hierbei konnte ausgeschlossen 
werden, daB es sich um ein Umwandlungsprodukt desselben handelt. 
Im iibrigen ist auffallend, mit wie kleinen Saéulen man bei der An- 
wendung von aktivierter Kieselsiure auskommt. Bei einem Gewichts- 
verhaltnis von Lipoiden zu Kieselséure von | : 15 gelingt eine einwand- 
freie Fraktionierung. Bei der Kleinheit der Saiulen imponieren diese 
wie .,elektiv wirksame Filter’*, welche mit einem bestimmten Lésungs- 
mittel jeweils nur eine bestimmte Lipoidfraktion durchlassen. 


Die Herstellung brauchbarer Kieselséuresdulen erfordert einige Ubung. 
Das Material mu8 in nicht zu groBen Portionen unter starkem Saugen gut 
festgestampft werden, wobei zu beachten ist, daB jeweils die oberste Schicht 
nicht zu locker aufliegt. Als AbschluB dient wie bei den Al, O,-Saulen eine 
Schicht Kieselgur. Es ist ratsam, die Séulen im Verhialtnis zum Durch- 
messer nicht zu hoch zu machen, weil sonst der Widerstand beim Durch- 
saugen des Eluenten zu groB wird. Die Saule mu8 vor dem Einsaugen der 
Lipoidlésung mit dem entsprechenden Lésungsmittel vollstandig durch- 
trankt sein, was daran zu erkennen ist, daB sie glasig und je nach dem Sol- 
venten mehr oder weniger stark durchscheinend wird. Vollstandig mit 
Chloroform durchtrankt, wird sie z. B. fast durchsichtig! Man erreicht die 
vollstandige Durchtrankung durch ,,fraktioniertes Einsaugen** des Lésungs- 
mittels bei maximalem Vakuum. Hat man das Lésungsmittel jeweils 
etwa 5 mm eingesogen, so hebt man das Vakuum auf und wartet kurz, bis 
dieser Bezirk fast glasig geworden ist, usf. Ist die Saule nach dem voll- 
standigen Durchsaugen des Lésungsmittels noch nicht in allen Teilen 
durchscheinend, so erreicht man die vollstaéndige Aufhellung, indem man 
jetzt unter maéBigem Saugen das Lésungsmittel abwechselnd durchstrémen 
14Bt und dann eine Weile das Vakuum wieder aufhebt. Auch erreicht man 
die vollstandige Durchtrinkung dann meist von selbst, wenn die Saule 
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langere Zeit, etwa iiber Nacht stehen bleibt. Bei der Chromatographie darf 
nicht zu schnell gesaugt werden, da sonst der untere Teil der Saéule leicht 
trocken wird. Man kann in der Minute etwa 1 cem des Eluenten durch- 
saugen. Bei dem Wechsel des Eluenten ist es ratsam, weniger stark zu 
saugen. Lockere Saulen werden leichter trocken als feste. Wenn besonders 
an der Grenze der gesondert in das Rohr eingefiillten Portionen die Kiesel- 
siure zu locker ist, entsteht an diesen Stellen leicht eine trockene Zone. 
Ein Trockenwerden am unteren Ende der Saule kann erfahrungsgemaB er- 
heblich erschwert werden, indem man zu unterst eine niedrige Schicht von 
Aluminiumsilikat einfiillt, welche fiir sich gut festgestampft werden muB8. 
Es ist dabei zu beachten, da® das verwendete Praparat von Al-Silikat nicht 
zu stark adsorbiert, damit hierdurch die Fraktionierung nicht beeinfluft 
wird. Indem man es der Luftfeuchtigkeit aussetzt, kann es geniigend ent- 
aktiviert werden. Das Al-Silikat setzt offenbar dem Trockensaugen einen 
groBeren Widerstand entgegen als Kieselsaure. Bei einiger Ubung ist es in 
jedem Fall méglich, leicht einwandfreie Kieselsiuresdulen herzustellen. 

Bei der Verwendung von aktivierten Kieselséiuresaiulen ergibt sich 
eine bisher nicht beobachtete Méglichkeit, von wngefarbten Stoffen ein 
sichtbares Chromatogramm zu erhalten. Die Adsorbate beeinflussen die 
Lichtdurchlassigkeit der wie gesagt bei vollstandiger Durchtrankung 
mit den Lésungsmitteln mehr oder weniger stark durchscheinenden 
Saule so, daB sie als hellere oder dunklere Zonen zu erkennen sind und 
ihr Abwartswandern verfolgt werden kann! 

Die Adsorptionskraft der aktivierten Kieselsiure liBt sich durch 
Feuchtigkeitsaufnahme beliebig herabsetzen. Es ist zweckmaBig, als Maf 
fiir die Aktivitat der Kieselsiure den Adsorptionswert fiir Cholesterin 
in wasserfreiem Benzol anzugeben, d. h. also denjenigen Prozentsatz 
Cholesterin, welcher aus drei Volumenteilen einer 100 mg%igen Lésung 
an ein ,,Volumenteil = 0,48 g der verwendeten Kieselsiure adsorbiert 
wird. Die ,,Aktivitdt’' der aktivierten Kieselsiure betrigt danach un- 
gefahr 90,0. Setzt man die aktive Kieselsiure so lange der Luftfeuchtig- 
keit aus, bis der Wert fiir die Aktivitat 60 bis 62 ausmacht, so erhalt 
man ¢in Material, welches sich auch fiir die Chromatographie der Lipoide 
gut eignet. Die ,,Entaktivierung’* nimmt man, um von dem wechselnden 
Feuchtigkeitsgehalt der Luft unabhangig zu sein, am besten in einem 
groBen Exsikkator mit etwa 50° iger NaOH bei konstantem Dampf- 


Tabelle XI1. Adsorptionswerte. 
Adsorbens: eingestellte Kieselsaure. 





Chole- 
Kohlen- | sterinester ».. 3,  Sterine Te 
Lisungsmittel wasserstoffe  (stearin- yy Anekcy (Chole- une) 
(Ceten) saures sterin) 
| Cholesterin) 


Petrolather 2,3 81,4 100,0 100,0 100,0 
Tetrachlorkohlenstoff ... . 0,0 93,9 94,2 94,4 
Benzol 0,0 61,0 65,0 
Athylather 0,0 0,0 0,0 
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druck vor, indem die Kieselsaure in eine flache Schale gefiillt und wieder- 
holt gemischt wird. Das Praparat des Handels von Schering besitzt 
diesen Aktivitaétsgrad. Es ist jedoch ratsam, -sich vor dem Gebrauch 
desselben davon zu iiberzeugen. Die Tabelle XII gibt die Adsorptions- 
werte der verschiedenen Lipoidfraktionen bei Anwendung der auf die 
genannte Aktivitét eingestellten Kieselsaure an. 

AuBer den bisher isolierten Lipoidfraktionen lassen sich mit Kiesel- 
siure bestimmter Aktivitét durch Elution mit Benzol also auch die 
Neutralfette gewinnen, wahrend das freie Cholesterin zusammen mit den 
Fettsiuren eluiert werden muB. Die Phosphatide lassen sich auch mit 
Athylather nicht von der Saule ablésen. 


5. Versuch. 


808,8 mg Lipoide aus menschlichem Serum (Placentarblut) in Tri- 
chlorathylen gelést, in Saule aus 10,0 g aktivierter Kieselséure, Durchmesser 
25mm, Héhe 35mm, Inhalt 17,0 cem eingesaugt. 200,7 mg (= 24,8 %) 
, Kohlenwasserstoff‘*- und Cholesterinesterfraktion mit 150cem HCl- 
freiem Trichlorathylen eluiert. 386,0 mg (= 47,7°,) Triglyceride, Chole- 
sterin und Fettséuren mit 100,0cem Athylather eluiert; diese in Benzol 
gelést, in Saule aus 25,0 g eingestellter Kieselséure: Durchmesser 30 mm, 
Hohe 48 mm, Inhalt 40 ccm, eingesaugt. Vorlage jeweils nach dem Durch- 
saugen von 25 ccm der Eluenten gewechselt. Das Ergebnis der Chromato- 
graphie zeigen die Tabellen XIII und XIV. 

Tabelle XIII. Chromatographie von 386,0mg Serumlipoiden. 
Saule aus eingestellter Kieselséure. 





a Athylither 


mg %p ccm mg 9% 


Bensol Cholesterin, Fettsduren 


2,6 94,4 


0,3 25 


(50) 
(75) 
(100) 
(125) 


eluiert: 


215,9 
10,6 
0,0 
0,0 


229,1 


26,7 
1,3 
0,0 
0,0 


28,3 





25 (50) 
25 (75) 2.5 
25 (100) 
25 (125) 


eluiert : 154,8 


Tabelle XIV. 


11,8 
sa 


4se 


O38 
0,0 
0,0 


19,3 


Fraktionen auf Einheitlichkeit (5. Versuch). 





Priifung der 


Freies und 


verestertes 


Cholesterin 
(Lieber- 
mann sche 
Reaktion) 


Fraktionen und 
Elutionsmittel 


Triglyceride 
(Benzol) 

Cholesterin, Fett- 
sauren (Athyl- 
ather) 


Verestertes 
Cholesterin 
(Lieber- 
mann sche 
Reaktion 
nach 
Digitonin- 
fillung) 
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Cholesterin 
(Digitonin- 


Trigly- Fett- 
ceride, sfiuren 
Phosphatide (Titration 

(Glycerin- mit 
nachweis) KOH) 


Freies 


faillung) 


Phos- 
phatide 
(Lipoid- 

phosphor- 
nachweis) 
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Neben den Triglycerid- und Cholesterin-Fettsiurefraktionen lassen 
sich wie gesagt auf einer Saéule aus Kieselsiure mit einer ,,Aktivitat* 
von 60 bis 62 auch die Kohlenwasserstoffe und die Cholesterinester iso- 
lieren, so daB eine sehr weitgehende Fraktionierung auf ein und derselben 
Saule méglich ist. Ein Nachteil dieser Kieselsduresaulen ist es, daB sie 
verhaltnismaBig groB sein miissen, um eine vollstandige Trennung der 
Fraktionen zu erreichen. Das Gewichtsverhaltnis von Lipoiden zu 
Kieselsiure muB etwa | : 60 betragen. Ferner ist die Gefahr des Trocken- 
saugens gréfer als bei der Verwendung von aktivierter Kieselsaure. 
Im iibrigen gelten fiir die Herstellung der Séulen die oben genannten 


Gesichtspunkte. 

Versuche tiber die Anwendbarkeit weiterer Adsorbenten, insbeson- 
dere der ,,Erden‘ zur chromatographischen Fraktionierung von Lipoid- 
gemischen sollen in der nachsten Mitteilung besprochen werden. Ebenso 
soll das Verhalten der phosphor- und stickstoffhaltigen Lipoide bei 
Adsorptionsversuchen und die Besprechung der sich daraus ergebenden 
Moglichkeiten zu ihrer Isolierung einer spateren Mitteilung vorbehalten 
bleiben. 

Methodisches. 


Bestimmung von Adsorptionswerten: Zu 5,0cem von 100 mg% igen 
Lésungen der Fettstoffe wurde eine der von uns gegebenen Definition des 
Adsorptionswertes (siehe I. Mitteilung) entsprechende Menge des Adsor- 
benten, d. h. °/, seines ,, Volumengewichtes‘ hinzugegeben, da das Verhaltnis 
von Adsorbens zu Lésung 1: 3 Volumenteile betragt, so z. B. 1,3 g Al,O, 
st. n. Br. und 0,8 g Kieselsaure (Schering). Nach etwa einer halben Stunde 
und wiederholtem Durchschiitteln wird das Adsorptionsmittel im ver- 
schlossenen Zentrifugenglas abzentrifugiert und von der iiberstehenden 
Lésung eine bestimmte Menge zur Feststellung des nicht adsorbierten 
Anteils abpipettiert. Soweit es sich hierbei um ungesattigte Lipoide han- 
delte, wurde zu ihrer quantitativen Bestimmung ihr Bromverbrauch nach 
der vom Verfasser! fiir kleine Fettmengen modifizierten Methode von 
H. P. Kaufmann herangezogen. Die gesattigten Fettstoffe wurden oxydi- 
metrisch nach den Angaben von Katsura und Hatakeyama* bestimmt, wobei 
das Oxydationsgemisch von Kaliumdichromat-Silberchromat-Schwefelsaéure 
nach der vereinfachten Methode von Kimmelstiel und Becker* hergestellt 
wurde. Die organischen Lésungsmittel sind prinzipiell nur im Vakuum- 
exsikkator mit eingebautem, elektrisch heizbarem Sandbad schonend ab- 
gedampft worden. 

Zur Feststellung der Einheitlichkeit der chromatographisch gewonnenen 
Lipoidfraktionen wurden zum Nachweis der in Frage kommenden Fettstoffe 
folgende qualitativen Proben angestellt: 

Cholesterin und Cholesterinester: Liebermannsche Reaktion: Nach dem 
Vertreiben des Lésungsmittels wurden zu dem Riickstand 2,0 cem Essig- 


1 Trappe, diese Zeitschr. 296, 180, 1938. — * Katsura u. Hatakejama, 
ebenda 284, 462, 1931. — * Kimmelstiel u. Becker, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
209, 172, 1932. 
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saureanhydrid und 0,1 cem konz. H,SO, gegeben und nach gutem Mischen 
bei Zimmertemperatur die Entwicklung einer griinen Farbe abgewartet. 
Auf diese Weise lassen sich noch 0,01 mg Cholesterin nachweisen. 

Freies Cholesterin: Die Fettstoffe wurden mit 3,0 cem einer 1 %igen 
athylalkoholischen Digitoninlésung versetzt, dazu 6,0cem Aceton und 1,0cm 
H,O gegeben. Bei etwa achtfachem Uberschu8 an Digitonin ist die Chole- 
sterinfillung quantitativ. Mit 0,05 mg Cholesterin bekommt man noch 
eine Triibung. 

Verestertes Cholesterin: Nach der quantitativen Ausfillung des freien 
Cholesterins mit Digitonin und dem Abfiltrieren des Niederschlages wurde 
das iiberschiissige Digitonin mit etwa der vierfachen Menge Athylather 
gefallt, filtriert, das Filtrat abgedampft und mit dem Riickstand die Lieber- 
mannsche Reaktion wie oben angestellt. 

Glycerinnachweis (Triglyceride und Phosphatide): Der Glycerin- 
nachweis wurde nach Freeman und Friedemann' durchgefiihrt. Nach dem 
Verseifen der Lipoide und dem Ausfiallen der Fettsiuren und des Chole- 
sterins aus der wisserigen Lésung wird das Glycerin mit KMnO, bei al- 
kalischer Reaktion zu Oxalséiure und CO, oxydiert und das iiberschiissige 
Permanganat mit KJ versetzt und jodometrisch zuriicktitriert. 

Freie Fettséuren: Die alkoholische Lésung wurde mit wiasseriger 
n/50 KOH und Phenophthalein als Indikator titriert. 

Phosphatide: Zur Bestimmung des Lipoidphosphors hielten wir uns 
im wesentlichen an die Vorschrift von Tropp, Seuberling und Eckardt?, die 
in Anlehnung an die Mikrobestimmungsmethode von Kuttner und Mit- 
arbeitern® kleinste Mengen P im Liquor bestimmt haben. Das Prinzip der 
Methode beruht auf der Reduktion von Phosphormolybdansaure durch 
Zinnehloriir. Verascht wird mit Schwefelsiure-Wasserstoffperoxyd iiber 
freier Flamme. Anstatt die Veraschungsschwefelsiure mit NaOH und 
Phenophthalein als Indikator zu neutralisieren, geben wir eine iiberschiissige 
Menge Ammoniak zu und vertreiben das iiberschiissige Ammoniak durch 
Verkochen. 0,001 mg P sind noch deutlich nachweisbar, wenn die End- 
konzentration der Schwefelséure 1,12n betraigt. Die Empfindlichkeit der 
Methode ist in starkem MaBe von der H,S0O,-Konzentration abhangig. 


Zusammenfassung. 


In zahlreichen systematischen Adsorptionsversuchen unter de- 
finierten Bedingungen wird die Adsorbilitat verschiedener als Bestandteile 
von Gesamtlipoidextrakten aus biologischem Material in Frage kommen- 
der Fettstoffe bestimmt. Hierbei ergibt sich fiir die verschiedenen 
Lipoidfraktionen, unabhangig von der Natur des angewandten Ad- 
sorbens und Lésungsmittels, folgende Reihe zunehmender Adsorbilitat : 
(aliphatische) Kohlenwasserstoffe, Cholesterinester, Triglyceride, freies 
Cholesterin, Fettsiuren, Phosphatide. Nur bei der Adsorption an Erden 
werden die Triglyceride starker adsorbiert als Cholesterin. Die einzelnen 


1 Freeman u. Friedemann, J. of biol. Chem. 108, 471, 1935. — * Tropp, 
Seuberling u. Eckardt, diese Zeitschr. 290, 320, 1937. — * Kuttner u. 
Cohen, J. of biol. Chem. 75, 517, 1927; Kuttner u. Lichtenstein, ebenda 86, 
67, 1930; 95, 661, 1931. 


234 
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Vertreter der genannten Lipoidfraktionen unterscheiden sich in ihrer 
Adsorptionsaffinitét nur sehr wenig voneinander. Auf Grund dieser 
Feststellungen und auf Grund der Aufstellung der ,,eluotropen Reihe* 
der Lésungsmittel (siehe I. Mitteilung) werden Bedingungen gefunden, 
unter denen es méglich ist, durch Anwendung von Adsorptionssaulen 
nach dem Prinzip der Herstellung , fliissiger Chromatogramme* einzelne 
Lipoidfraktionen quantitativ zu isolieren, indem fiir jede Fraktion 
ein ,,auswaihlendes‘‘ Elutionsmittel angewandt wird. So werden erst- 
malig Bedingungen angegeben, unter denen es méglich ist, aus kiinstlichen 
und natiirlichen Lipoidgemischen quantitativ die Fraktionen von aliphati- 
schen Kohlenwasserstoffen, Cholesterinestern und Triglyceriden zu ge- 
winnen, wihrend das freie Cholesterin und freie Fettsiuren zusammen 
eluiert werden. Zur Anwendung als Adsorbenten kommen hierbei Faser- 
tonerde standardisiert nach Brockmann (Merck) und _ Kieselsiure 
(Schering), welche auf verschiedene Aktivitat eingestellt wird. 

Es werden Beobachtungen mitgeteilt, nach denen verschiedene 
Fettstoffe durch Adsorption oder wnter den Bedingungen der Chromato- 
graphie chemische Verdnderungen erleiden. So findet auf einer Saule von 
Al, Og standardisiert nach Brockmann eine Verseifung von Triglyceriden 
und Autoxydation von ungesattigten Fettsiéuren statt. Bei der Ad- 
sorption von Cholesterin und Cholesterinestern an aktivierte Kieselsaure 
aus verschiedenen HCl-haltigen Lésungsmitteln erleiden diese eine 
katalytische Umwandlung. 

Es wird eine vorlaufige Mitteilung von der Au/findung eines Steroids 
in Serum-, Leber- und Nebennierenlipoiden aus menschlichem Material 
gemacht, welches nicht freies oder verestertes Cholesterin ist und welches 
bei der Chromatographie in die Kohlenwasserstofffraktion gelangt. 





Die Resorption des Athylalkohols aus dem Magen 
und Darm der Ratte. 
Von 
Ottar Dybing und E. Wulff Rasmussen. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Oslo.) 
(Eingegangen am 19, August 1940.) 
Mit | Abbildung im Text. 


In einer friiheren Arbeit hat Wulff Rasmussen (4) gezeigt, da} man 
bei durstenden Ratten (Durstdauer 48 Stunden) nach peroraler Zufuhr 
starker Alkoholkonzentrationen (21 bis 35°.) auBerst wenig Alkohol 
im Blute findet. Bei Tieren, welche nur gehungert hatten, bestand 
hingegen eine gréBere Ubereinstimmung zwischen Blutalkoholkonzen- 
tration und zugefiihrter Alkoholmenge. Wenn man andererseits dur- 
stenden Ratten die namlichen Mengen Alkohol, aber in schwachen 
Konzentrationen (7 und 14°.) zufiihrte, erhielt man héhere Blutalkohol- 
werte. Eine nahere Untersuchung dieser Erscheinung ergab, daB die 
Blutalkoholkonzentrationen sich sehr niedrig halten, solange die Alkohol- 
konzentration im Rattenmagen 4 bis 6°, iibersteigt. 

Zur Klarung des diesen Beobachtungen zugrunde liegenden Me- 
chanismus haben wir eine Reihe von Versuchen iiber die Resorption 
von Alkohol aus dem Magen und Darm der Ratte durchgefiihrt. Unsere 
Kenntnisse beziiglich der Resorption des Alkohols aus dem Magen 
anderer Tiere und beim Menschen lassen sich infolge des besonderen 
anatomischen Baues des Rattenmagens nicht ohne weiteres auf die 
Ratte anwenden. Der Rattenmagen ist zum gréBten Teil (ungefahr 2/.) 
mit einer kutanen Schleimhaut mit einem mehrschichtigen, driisenlosen, 
verhornten Epithel ausgekleidet. Der iibrige Magen besitzt eine Schleim- 
haut mit dem gewéhnlichen Magenschleimhautbau (1,3). Es war zu 
erwarten, daf eine Untersuchung iiber die Resorption von Alkohol in 
verschiedenen Konzentrationen aus dem unterbundenen Magen und 
direkt aus dem Darm zu Ergebnissen fiihren wiirde, die zu einer Er- 


klarung der genannten Beobachtungen beitragen kénnten. 


Als Versuchstiere dienten mannliche weiBe Ratten (6 bis 7 Monate 
alt) von dem namlichen Stamm wie in der bereits genannten Arbeit (4). 
Das Gewicht der Ratten lag zwischen 270 und 380g. Die Tiere waren 
vor den Versuchen ungefahr 36 Stunden ohne Futter geblieben, hatten 
jedoch Gelegenheit zum Trinken gehabt ; nach dieser Zeit war der Magen 
der Ratten praktisch leer. Die Tiere wurden in Evipan-Narkose operiert, 
wobei ungefahr 0,6cem 5° ige Evipannatriumlésung (etwa 0,01 g 
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Evipannatrium pro 100g Kérpergewicht) intraperitoneal eingespritzt 
wurden, entsprechend einer ungefahr halbstiindigen Narkose. Zur Unter- 
suchung der Resorption aus dem Magen wurden die Tiere laparotomiert 
und der Magen am Sphincter Pylori unterbunden. Der Alkohol wurde 
mittels der Magensonde zugefiihrt. Zur Untersuchung der Alkoholresorp- 
tion aus dem Darm wurde nach Unterbindung des Magens eine vorlaufige 
Duodenalfistel angelegt, welche geschlossen wurde, nachdem der Alkohol 
durch direkte Injektion in den Darm eingefiihrt worden war. Der Alkoho! 
wurde allen Tieren erst dann zugefiihrt, nachdem sie vollkommen aus 
der Narkose erwacht waren (1 bis 2 Stunden nach der Operation). Die 
Blutproben wurden durch Herzpunktion entnommen und die Blut- 
alkoholkonzentration mittels der Mikromethode nach Widmark be- 
stimmt. In der Versuchsreihe tiber die Resorption aus dem Magen 
wurden folgende Konzentrationen (in Gewichts%) verwendet: 5, 10, 20 
und 40%; in der anderen Reihe 10 und 40%, bei allen Versuchen je 
3 Ratten fiir jede Konzentration. Allen Tieren wurden 1,6 g abs. Alkohol 
pro kg K6érpergewicht zugefiihrt, welche Menge einem theoretischen 
Blutalkoholgehalt von ungefahr 2/99 entsprechen soll, wenn die Kon- 
stante r mit 0,8 in Rechnung gesetzt wird [Le Breton (2)]. 


Die Ergebnisse iiber die Resorption des Alkohols aus dem Ratten- 
magen sind in den Tabellen I, II, III und IV wiedergegeben, in denen die 
Alkoholkonzentration im Herzblut zu verschiedenen Zeiten nach der 
Alkoholzufuhr angegeben ist. Die Blutalkoholwerte sind als Mittelwerte 
von Doppelanalysen angegeben. 


Tabelle I. Blutalkoholkonzentration in °/, bei Resorption aus 
dem unterbundenen Magen. 1,6g Alkohol/kg in 49% iger Lésung. 





Stunden nach der Alkoholzufuhr 





Ratte Nr. — , 
1 2 1/5 | 5 7 

013 | 006 | 006 | 004 | 005 

017 | 006 | 004 en . 

009 =| 007 | 0,06 0,04 


Mittel:| 013 | 0,06 | 0,05 0,05 0,04 


Tabelle II. Blutalkoholkonzentration in °/,, bei Resorption aus 
dem unterbundenen Magen. 1,6g Alkohol/kg in 20% iger Lésung. 





| Stunden nach der Alkoholzufuhr 
Ratte Nr. " spiciclebapis 
| 4 6 | 8 | 


294 | | 0,11 0,10 | 007 | 
295 | o17 | 0.05 0.07 











296i 17 | 010 | 008 | 0,12 


Mittel : 0,13 0,08 0,09 | 
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Tabelle III. Blutalkoholkonzentration in °/, bei Resorption aus 
dem unterbundenen Magen. 1,6g Alkohol/kg in 10% iger Lésung. 





l Stunden nach der Alkoholzufuhr 
Ratte Nr. ||— . —$<$<—— $$$ 
1 2 3 lo 5 | 7 





328 | 0,16 0,23 0,23 0,07 0,01 
| 0,27 0,41 0,36 0,24 0,08 

0,34 | 0,40 0,19 0,06 0,01 

0,26 0,35 | 0,26 0,12 0,03 


Tabelle IV: Blutalkoholkonzentration in °/,, bei Resorption aus 
dem unterbundenen Magen. 1,6g Alkohol/kg in 5%iger Lésung. 





Stunden nach der Alkoholzufuhr 
Ratte Nr. LS eee Saas : a Sd ; 


Ue 1 2 3 5 7 9 


291 || 0,54 0,70 0,63 0,57 0,26 0,20 0,16 
290 | 0,65 0,67 0,56 0,49 0,24 _ 
289 0,30 0,52 0,50 0,46 0,21 


Mittel: 0,46 0,63 0,56 0,51 0,24 = 


Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen die interessante Erscheinung, 
daB die Resorption von Alkohol aus dem Rattenmagen verhaltnismaBig 
schlecht ist. Es ist allerdings deutlich zu sehen, daB Alkohol in schwachen 
Konzentrationen leichter als in starken Konzentrationen resorbiert 
wird; man sieht ein gleichmaBiges Steigen des Resorptionsvermégens 
mit fallenden Alkoholkonzentrationen ; im Verhaltnis zu den zugefiihrten 
Alkoholmengen sind jedoch die Blutalkoholwerte sehr gering. Bei 
40% igen Alkohollésungen werden nur unerhebliche Alkoholmengen 
resorbiert, aber selbst bei 5°,igen Lésungen erreichen die Blutalkohol- 
kurven Héchstwerte, die nur etwa 1/,; des berechneten Héchstwertes 
ausmachen. Die Héchstwerte der Kurven findet man 1 bis 2 Stunden 
nach der Alkoholzufuhr. Die Streuung in den einzelnen Versuchs- 
reihen ist nicht gr6éBer, als bei solchen Versuchen zu erwarten ist. 

Die Ergebnisse der Versuche iiber die Alkoholresorption aus dem 
Darm der Ratte sind aus den Tabellen V und VI ersichtlich. 


Tabelle V. Blutalkoholkonzentration in °/, bei Resorption aus 
dem Darm. 1,6g Alkohol/kg in 40% iger Lésung. 





Stunden nach der Alkoholzufuhr 
Ratte Nr. cian Pes RUN ALAM te he ae . 


306 
307 
308 


Mittel : | 
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Tabelle VI. Blutalkoholkonzentration in °/,, bei Resorption aus 
dem Darm. 1,6g Alkohol/kg in 10%iger Lésung. 





Stunden nach der Alkoholzufuhr 
Ratte Nr. aieadiiaciiindasdal shamans ib tcstetiadiahat ecient ries 
1/o 1 ‘ 3 5 


299 1,69 1,60 : 1,25 0,87 
300 1,80 1,42 1,02 0,68 
301 1,62 1,48 i 1,20 0,92 


Mittel: 1,70 1,50 1,15 0,82 


Die Resorptionskurven nach Zufuhr von Alkohol direkt in den Darm 
zeigen einen Verlauf, der in naher Ubereinstimmung mit den iiblichen 
Alkoholresorptionskurven nach peroraler Zufuhr steht. Unter Um- 
standen ist die Resorption hier etwas schneller erfolgt als bei peroraler 
Zufuhr und die Héchstwerte liegen daher etwas héher als gewoéhnlich. 
Das Resorptionsmaximum war in praktisch allen Fallen bereits eine 
halbe Stunde nach der Alkoholzufuhr erreicht worden. Ein Unterschied 
in der Resorption aus dem Darm in Abhangigkeit von der Konzen- 
tration der verwendeten Lésungen — 40 und 10°, — war nicht ersicht- 
lich. Die Resorption starker Alkohollésung (40°,) aus dem Darm 
durstender Ratten (Durstdauer 48 Stunden) war von ahnlicher GréBe 
(Tabelle VII). 


Tabelle VII. Blutalkoholkonzentration in °/,, bei Resorption aus 
dem Darm durstender Ratten. 1,6g Alkohol in 40%iger Lésung. 





Stunden nach der Alkoholzufuhr 
Ratte Nr. ae SEDER ENS DE aa Nee, AO OSE PET OAD Eat ID BESS ae ae A A Oe ee 
2 3 5 
342 1,6! 4 oe | 1,12 0,99 
348 1,77 1,13 0,93 0,54 
353 1,47 / 1,07 0,88 0,37 0,02 


Mittel : 1,63 ’ 1,15 0.98 | 0,63 


“inen Vergleich der Resorptionsverhaltnisse fit Alkohol aus Magen 
und Darm der Ratte erhalt man am besten in Abb. 1, wo die Blutalkohol- 
kurven bei der Resorption aus dem Magen in ausgezogenen Linien und 
fiir die Resorption aus dem Darm (Versuche von Tabellen V und VI) 
strichpunktiert wiedergegeben sind. Die eingezeichneten Punkte sind 
die Mittelwerte der Tabellen. 

Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen, daB da, wo peroral zu- 
gefiihrter Alkohol bei der Ratte in einem der zugefiihrten Alkoholmenge 
entsprechenden Verhialtnis zur Resorption gelangt, die Resorption im 
wesentlichen aus dem Darm erfolgt sein mu8. Wenn in der bereits 
erwahnten Arbeit von Wulff Rasmussen (4) nach Zufuhr starker Alkohol- 
konzentrationen nur geringe Alkoholmengen bei durstenden Ratten zur 
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Resorption gelangen, so muB dies bedeuten, daB Alkoholkonzentrationen 
iiber einer gewissen Starke (4 bis 6°) den Rattenmagen nicht verlassen 
kénnen. Der Sphincter Pylori schlieBt sich und man erhalt eine Re- 
sorption, welche nur einer Resorption aus dem Magen entspricht. Die 
Tatsache, da diese Erscheinung nur bei Ratten, die gedurstet haben, zu 
beobachten ist, muB dadurch bedingt sein, daB der Alkohol bei nicht 
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Abb. 1. Die Resorption verschiedener Alkoholkonzentrationen aus dem Magen 
und Darm der Ratte. 
Blutalkoholkurve bei Resorption aus dem Magen. 
- Blutalkoholkurve bei Resorption aus dem Darm. 
@ Blutalkoholwerte nach Zufuhr von 40 °/oiger Alkohollésung. 
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durstenden Tieren mittels der Sekretion der Magenschleimhaut schnell 
verdiinnt wird, eine Funktion, die bei der durstenden Ratte offenbar 
gehemmt ist. 

Wie bereits gesagt, hat ein Teil des Rattenmagens einen anderen 
histologischen Bau als der Magen des Menschen, und man kann daher 
diese Ergebnisse nicht ohne weiteres auf die Resorptionsverhaltnisse 
von Alkohol beim Menschen iibertragen. Sofern aber auch beim Men- 
schen ein analoger Unterschied zwischen der Resorptionsgeschwindigkeit 
aus dem Magen und dem Darm vorhanden ist, wiirde dies dazu beitragen, 
die Tatsache zu erklaren, daB auf leerem Magen eingenommener Alkohol 
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der wahrscheinlich rasch in den Darm gelangt so viel schneller 
resorbiert wird, als wenn er mit dem Mageninhalt gemischt und nur 
langsam weiterbeférdert wird. 


Zusammenfassung. 


Die Resorption von Alkohol aus dem Rattenmagen schwankt mit 
der zugefiihrten Alkoholkonzentration, wobei niedere Konzentrationen 
leichter resorbiert werden als stairkere. Nach Zufuhr von 40 %iger 
Alkohollésung werden nur ganz geringe Alkoholmengen resorbiert, 
aber selbst nach Zufuhr von 5 %igen Lésungen erreicht die Blutalkohol- 
kurve nur den dritten Teil der berechneten Héhe. Die Resorption von 
Alkohol direkt aus dem Darm zeigt hingegen Blutalkoholkurven, welche 
in guter Ubereinstimmung mit den zugefiihrten Alkoholmengen stehen. 
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